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Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurden ausgewählte Enzyme aus der Aminosäure-
biosynthese aus Arabidopsis thaliana isoliert und in einem heterologen Expressi-
onssystem exprimiert. Für die aufgereinigten Enzyme wurden Aktivitätstests ent-
wickelt, die in einem Hochdurchsatzscreening eingesetzt wurden, um neue Wirk-
stoffe für die Entwicklung von Herbizide zu identifizieren.
Anschließend wurden alle Stoffwechselwege der pflanzlichen Aminosäurebio-
synthese anhand der Modellpflanze Arabidopsis thaliana in einem automatisier-
tem Ansatz phylogenetisch untersucht. Aus den Proteinsequenzen von zehn Ar-
chaebakterien, 42 Eubakterien, vier Eukaryoten und 22 Organellengenomen (21
Plastiden und ein Mitochondrion) wurde eine Datenbank erstellt, in der Homologe
zu den pflanzlichen Enzymen über eine Blastsuche identifiziert wurden. Für jedes
Enzym wurde aus den homologen Sequenzen ein multiples Alignment erstellt und
ein phylogenetischer Baum nach dem Maximum-Likelihood Prinzip errechnet.
Die Topologien, die sich für die Enzyme ergaben, wurden darauf untersucht, in
welcher Beziehung das pflanzliche Protein zu eubakteriellen, archaebakteriellen
und cyanobakteriellen Homologen steht. Es zeigte sich, daß der evolutionäre Ur-
sprung der pflanzlichen Enzyme in der Aminosäurebiosynthese sehr mannigfaltig
ist. Es werden sowohl archaebakterielle als auch cyanobakterielle und eubakteri-
elle Vorläufer der Enzyme postuliert.
Die Herkunft der Enzyme ist scheinbar unabhängig von der Lokalisation der
Enzyme in der Zelle, da sowohl einige plastidäre Enzyme eine eubakterielle Her-
kunft zeigen als auch einige mitochondriale Enzyme eine cyanobakterielle Her-
kunft.
Die Herkunft der Enzyme ist scheinbar auch unabhängig vom Stoffwechsel-
weg, da in allen untersuchten Stoffwechselwegen Enzyme mit unterschiedlicher
evolutionärer Herkunft zu finden sind. Selbst die Untereinheiten eines Enzyms
zeigen nicht immer den gleichen evolutionären Ursprung. Die Acetolactatsyntha-
se aus dem Syntheseweg der verweigtkettigen Aminosäuren besteht z. B. aus einer
cyanobakteriellen und einer eubakteriellen Untereinheit. Auch Polypeptide treten
z.T als eine Fusion aus Vorläufern verschiedenen evolutionären Ursprungs auf.
Ein Beispiel dafür ist die
 
-Pyrrolin-5-carboxylatsynthetase aus der Prolinsynthe-
se. Sie besteht aus der cyanobakteriellen GSA-Reduktase und der eubakteriellen

-Glutamatkinase.
Die pflanzliche Aminosäuresynthese erscheint in dieser Analyse als ein Mosa-





In der modernen Landwirtschaft werden nur wenige Sorten intensiv angebaut, die
auf bestimmte Merkmale wie Ertrag und Resistenz hin gezüchtet wurden und nur
durch den Einsatz von speziellen Düngemitteln und Pestiziden den gewünsch-
ten hohen Ertrag liefern. Zu den Pestiziden gehören alle Mittel, die zur Bekämp-
fung von pflanzlichen und tierischen Schädlingen zum Einsatz kommen. Herbi-
zide werden seit den 40er Jahren in der Landwirtschaft verwendet [Moreland,
1993].
Die meisten Herbizide wirken auf metabolische Reaktionen, die pflanzenspe-
zifisch und oft im Chloroplasten lokalisiert sind. Ein Hauptangriffspunkt der Her-
bizide ist daher die Photosynthese [Devine et al., 1993], in der verschiedene Wir-
kungsmechanismen als Ursache in Frage kommen. Zum einen kann die Biogene-
se des Photosyntheseapparates betroffen sein, zum anderen der photosynthetische
Elektronentransport. Beispielsweise ist das D1-Protein des Photosystem II das
Zielprotein (Target) vieler Herbizide, z. B. vom dem Harnstoffderivat DCMU und
dem Triazin Atrazin [Hock and Elstner, 1995].
Bis in die 80er Jahre hinein stellte man Herbizide aus Chemikalien her, oh-
ne etwas über ihren genauen Wirkort in der Pflanze zu wissen. Die Chemikalien
wurden in vivo an der Pflanze ausgetestet. Heutzutage werden Herbizide wesent-
lich zielorientierter entwickelt. Am Anfang wird ein Zielprotein ausgesucht, auch
Target genannt, gegen das das zukünftige Herbizid wirken soll. Statt mit der gan-
zen Pflanze zu arbeiten, wird das Target kloniert und in prokaryotischen (z.B.
E. coli) oder eukaryotischen (z. B. S. cerevisiae) Systemen exprimiert. Für jedes
Target wird ein spezifisches in vitro Testsystem entwickelt. Aufgrund der meist
einfachen Durchführbarkeit stehen hier enzymatische Tests im Vordergrund, aber
auch Bindungsstudien spielen eine immer größere Rolle, da sich nicht alle Tar-
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gets mit einem einfachen enzymatischen Assay auf ihre Funktion hin überprüfen
lassen. Eine andere Möglichkeit sind zellbasierte Assays, die z. B. für Rezeptoren
gut geeignet sind. Dazu wird das Target in eukaryotischen Zellen exprimiert und
in vivo getestet. Da die genannten Assays in miniaturisierter Form in Mikrotiter-
platten durchgeführt werden, können innerhalb küzester Zeit Hundertausende von
Substanzen getestet werden. Das automatisierte Testverfahren wird Hochdurch-
satzscreening (High-throughput Screening, HTS) genannt [Ridley et al., 1998].
Die Verbindungen, die im HTS eine Wirkung zeigen, werden anschließend auf
ihre biologische Wirkung an der Pflanze in vivo getestet.
Durch die Automatisierung im HTS steigt der Anspruch an die Qualität und
Durchführbarkeit des Testsystems. Der Assay muß vor allem reproduzierbar sein.
Es dürfen keine großen Schwankungen in der Signalstärke auftreten. Inhibito-
rische Substanzen müssen aufgrund einer hohen Sensitivität des Assays leicht
und eindeutig detektierbar sein. Für die Validierung eines HTS-Assays wurde von
Zhang et al. [1999] der sogenannte Z-Faktor eingeführt. Dieser statistische Para-
meter gibt Auskunft über die Qualität des Testsystems.
1.1.1 Herbizide Targets im Aminosäurestoffwechsel
Neben der Photosynthese als Wirkort sind auch andere essentielle Stoffwechsel-
wege in Pflanzen für die Entwicklung von Herbiziden von Bedeutung. Dazu ge-
hört auch der Aminosäurestoffwechsel. Im Gegensatz zu tierischen Organismen
können Pflanzen alle proteinogenen Aminosäuren selbst synthetisieren. Daher
sind viele Enzyme in diesem Stoffwechsel einzig in Pflanzen (und Mikroorga-
nismen) zu finden und dadurch potentielle Targets für Herbizide [Devine et al.,
1993].
Das wohl bekannteste Herbizid, das in die Aminosäuresynthese der Pflan-
zen eingreift, ist Glyphosat (Handelsname Roundup) [Steinrücken and Amrhein,
1980,Ye et al., 2001]. Es wirkt hemmend auf die EPSP-Synthase (5-Enolpyruvyl-
shikimat-3-phosphat-Synthase). Die EPSP-Synthase ist das vorletzte Enzym im
Shikimatweg, der zu den aromatischen Aminosäuren führt. Sie katalysiert die Bil-
dung von EPSP aus Skikimatphosphat und Phosphoenolpyruvat (PEP). Ist Gly-
phosat vorhanden, so bindet es an den Komplex aus Enzym und Shikimatphos-
phat. Das PEP kann nicht gebunden werden, eine Synthese von EPSP unterbleibt.
Ein anderes erfolgreiches Herbizid ist Phosphinotricin, besser bekannt unter dem
Handelsnamen Basta. Es wirkt auf die Glutamatsynthetase (GS), die als Schlüs-
selenzym in der Fixierung von Ammonium in der Pflanze essentiell ist. Ohne den
Einfluß von Basta kann die GS Ammonium auf Glutamat übertragen. Appliziertes
Basta wirkt als Substratanalogon und hemmt dadurch die Ammoniumfixierung
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[Buchanan et al., 2000].
Dies sind nur zwei Beispiele für die erfolgreiche Entwicklung von Herbiziden
mit Wirkorten in der Aminosäuresynthese. Es gibt noch viele andere Enzyme, die
bereits als Zielprotein von Herbiziden untersucht worden sind. Da noch nicht al-
le pflanzlichen Enzyme in diesen Stoffwechselwegen charakterisiert wurde, kann
man weitere vermuten.
Es ist nicht zwingend notwendig, daß das Zielprotein eines Herbizids nur bei
Pflanzen vorkommt und in tierischen Organismen nicht zu finden ist. Vorsausset-
zung ist allerdings, daß sich die Enzyme hinsichtlich ihres Aufbaus unterscheiden.
Auch wenn Enyzme die gleiche Reaktion katalysieren, so können sie sehr ver-
schieden in bezug auf Struktur und Regulation sein. Der Grund dafür kann unter
anderem durch ein unterschiedlichen evolutionärer Ursprung sein. Da die Amino-
säuresynthese bei Pflanzen nahezu vollständig im Chloroplasten abläuft und der
Chloroplast ursprünglich ein Cyanobakterium [Mereschkowsky, 1905] war, liegt
es nahe, daß die Enzyme in diesem Organell aus dem Symbionten stammen. In
tierischen Organismen hingegen werden die nicht-essentiellen Aminosäuren im
Cytosol und im Mitochondrion synthetisiert. Das Mitochondrion ist ursprünglich
ein   -Proteobakterium gewesen [Gray, 1998]. Daher wird man hier einen anderen
evolutionären Ursprung postulieren. Die Identifizierung derartiger Targets erfor-
dert eine phylogenetische Analyse des Targets bzw. des Stoffwechselweges.
1.2 Biosynthese von Aminosäuren in Pflanzen
Pflanzen assimilieren anorganischen Stickstoff in die Transport-Aminosäuren Glu-
tamat und Glutamin und Aspartat und Asparagin. Sie nehmen Nitrat aus der Um-
gebung auf und reduzieren dieses mit Hilfe der Nitratreduktase zu Nitrit. Das Ni-
trit wird von der Nitritreduktase zu Ammonium reduziert. Freiwerdendes Ammo-
nium wird durch die Glutaminsynthetase an Glutamat gebunden und steht dadurch
der Biosynthese von Aminosäuren und allen anderen stickstoffhaltigen Metaboli-
ten zur Verfügung.
Die Biosynthese der Aminosäuren in Pflanzen ist zum einen wichtig, um die
Bausteine für die Proteinbiosynthese bereitzustellen. Zum anderen sind die Ami-
nosäuren jedoch auch Vorläufer für viele Sekundärstoffe. So entstehen z. B. aus
den aromatischen Aminosäuren Lignin, Flavonoide, Plastochinon und Alkaloide,
aus Glutamat über Protoporphyrin Cytochrom und Chlorophyll.
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Im folgenden werden alle bekannten Enzyme des Aminosürestoffwechsels der
Pflanzen kurz vorgstellt. Dazu wurden die Aminosäuren in Familien eingeteilt.
Die Familien enthalten nicht immer Aminosäuren mit ähnlichen chemischen Ei-
genschaften, sondern richten sich einzig und allein nach den Stoffwechselpro-
dukten, die für ihre Synthese notwendig sind. Die Abbildung 1.1 gibt einen gro-
ben Überblick über den Syntheseweg der Aminosäuren und die Mitglieder in den
fünf Familien. Die Kohlenstoffskelette, die für die Synthese der Aminosäuren ein-
gesetzt werden, stammen aus der Glykolyse, der Photosynthese, dem oxidativen

































Abbildung 1.1: Schematischer Überblick über die Synthese der Aminosäuren in Pflanzen, verän-
dert nach Buchanan et al. [2000]
1.2.1 Die Glutamatfamilie
Die Glutamatfamilie besteht aus den Aminosäuren Glutamat, Glutamin, Prolin,
Arginin und Histidin. Bis auf Histidin ist allen gemeinsam, daß sie ausgehend
vom   -Ketoglutarat aus dem Glutamat enstehen. In der Biosynthese von Histidin
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spielt Glutamat als Stickstofflieferant ein Rolle.
Synthese von Glutamat - der GOGAT-GS-Zyklus
Pflanzen assimilieren anorganischen Stickstoff nach der Reduktion zu Ammo-
nium in die Aminosäuren Glutamat und Glutamin. Essentiell für diese Reak-
tion ist das Zusammenspiel der Glutaminsynthetase (GS) und der Glutamin-2-
oxoglutarat-aminotransferase (GOGAT, Glutamatsynthase). Die Rolle der Glutamat-




















Abbildung 1.2: Die primäre Stickstoffassimilation in Glutamat und Glutamin. Die gestrichelten
Linien zeigen an, daß es eine Ferredoxin- und eine NADH-abhängige GOGAT gibt. 1: Nitratreduk-
tase, 2: Nitritreduktase, GS: Glutaminsynthetase, GOGAT: Glutamatsynthase, GDH: Glutamat-
dehydrogenase (verändert nach [Lam et al., 1995])
Die Glutaminsynthetase (GS, 6.3.1.2) katalysiert die ATP-abhängige Assi-
milation von Ammonium in Glutamin, wobei Glutamat als Substrat verwendet
wird. Pflanzen besitzen verschiedene Isoenzyme der Glutaminsynthetase: eine cy-
tosolische Form (GS1) und eine plastidäre (GS2) [Finnemann and Schjoerring,
2000]. Bei Arabdopsis thaliana findet man eine plastidäre GS2 und mehrere cyto-
solische GS1-Isoformen, beide sind kernkodiert [Oliveira and Coruzzi, 1999]. In
den meisten Pflanzen ist die GS2 die häufigste Form, ihre Aufgabe ist die Ammo-
niumassimilation. GS1 ist mit der Stickstoffassimilation in den Wurzelknöllchen
von Leguminosen assoziiert und taucht in den Wurzeln vieler Pflanzen auf [Lan-
cien et al., 2000]. Sie ist vermutlich auch an der Stickstoffmobilisierung (z.B.
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während der Keimung) beteiligt. Alle Isoformen der GS sind Mitglieder einer
Genfamilie, sie werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert [Dubois et al.,
1996, Lam et al., 1996, Avila et al., 2001]. Die Glutamatsynthetasefamilie aus
Arabidopsis thaliana wurde von Peterman and Goodman [1991] untersucht und
aus Brassica napus von Ochs et al. [1999].
Die Glutamatsynthase (Glutamin-2-oxoglutarat-aminotransferase, GOGAT)
katalysiert den reduktiven Transfer einer Aminogruppe von Glutamin auf   -Oxo-
glutarat. In höheren Pflanzen existiert die GOGAT in zwei Formen: Ferredoxin-
abhängig (Fd-GOGAT, EC 1.4.1.7) und NADH-abhängig (NADH-GOGAT, EC
1.4.1.14) [Trepp et al., 1999]. Die NADH-GOGAT ist primär in den Plastiden in
nicht-photosynthetischen Geweben lokalisiert, während man Fd-GOGAT in erster
Linie in den Plastiden der Blättern vorfindet [Lam et al., 1996]. Die Fd-GOGAT
aus Arabidopsis wurde von Suzuki and Rothstein [1997] isoliert.
Von der Glutamatdehydrogenase (GDH) wurden in Pflanzen zwei Formen
gefunden: eine NADH-abhängige in Mitochondrien (1.4.1.2) und eine NADPH-
abhängige in den Plastiden (1.4.1.4) [Lam et al., 1996]. Man ist sich jedoch nicht
einig, ob es sich hier um eine bispezifische NAD(P)H-GDH (1.4.1.3) oder um
eine monospezifische NADPH-GDH (1.4.1.4) handelt. Die GDH kommt in al-
len Organismen vor und katalysiert sowohl die Synthese als auch den Abbau von
Glutamat. Zur Synthese katalysiert die GDH die Aminierung von   -Ketoglutarat,
zum Abbau die Deaminierung von Glutamat, wobei   -Ketoglutarat entsteht und
Ammonium frei wird [Buchanan et al., 2000]. In Arabidopsis gibt es zwei NADH-
GDHs: GDH1 und GDH2 [Turano et al., 1997]. GDH1 und GDH2 bilden zusam-
men ein aktives Heterohexamer, wird GDH1 ausgeschaltet, so entsteht ein aktives
Homohexamer aus GDH2 [Melo-Oliveira et al., 1996]. Die mitochondriale GDH
spielt vermutlich bei der Reassimilation des Ammoniums aus der Photorespiration
eine Rolle [Lam et al., 1996].
Biosynthese von Prolin
In Pflanzen wird Prolin in zwei verschiedenen Stoffwechselwegen synthetisiert.
Das Ausgangsprodukt ist entweder Glutamat oder Ornithin (siehe Abbildung 1.3).
Der Weg, der von Glutamat ausgeht, entspricht der Prolinsynthese in E.coli.
Das erste Enzym, die Pyrrolin-5-carboxylat-synthetase (P5CS) ist in Pflan-
zen ein bifunktionelles Enzym: Es besteht aus der NADPH-abhängigen  -Glutamat-
semialdehydreduktase (GPR, GSA-Reduktase, 1.2.1.41) und der  -Glutamatki-
nase (GK, 2.7.2.11). Die Kinase katalysiert die ATP-abhängige Phosphorylierung
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von Glutamat, das  -Glutamatphosphat wird dann von der GSA-Reduktase in
Glutamatsemialdehyd umgewandelt. Dieses zyklisiert spontan zu Pyrrolin-5-carbo-
xylat. In Arabidopsis hat man zwei Gene gefunden, die für dieses Enyzm codie-
ren [Strizhov et al., 1997]. Während die beiden Gene in Arabidopsis sehr ähnlich
sind, wurden in Lycopersicum zwei Gene gefunden, die vermutlich von unter-
schiedlicher evolutionärer Herkunft sind [Fujita et al., 1998].
Der letzte Schritt in der Prolinsynthese wird von der NADPH-abhängigen
Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase (P5C-Reduktase, 1.5.1.2) katalysiert. Sie wan-
delt das Pyrrolin-5-carboxylat in Prolin um. Es konnte nur ein Gen für dieses En-














Abbildung 1.3: Die Biosynthese von Prolin. Gezeigt sind beide Synthesewege, ausgehend von Or-
nithin und Glutamat. Die gestrichelten Linien zeigen einen Weg an, dessen Enzyme in Pflanzen
noch nicht gefunden wurden. P5CS: Pyrrolin-5-carboxylat-synthetase, GK:   -Glutamatkinase,   -
GP:   -Glutamatphosphat, GSAD: Glutamatsemialdehyd-dehydrogenase, GSA: Glutamatsemial-
dehyd, P5C: Pyrrolin-5-carboxylat, P5CS: Pyrrolin-5-carboxylat-reduktase,   -OAT:   -Ornithin-
aminotransferase,  -OAT:  -Ornithinaminotransferase, KAV:  -Keto-  -aminovalerat, P2C: Pyr-
rolin-2-carboxylat, P2CS: Pyrrolin-2-carboxylat-reduktase.
Der zweite Weg umgeht die Reaktion der P5CS und startet beim Ornithin.
Auch wenn von Mestichelli et al. [1979] gezeigt wurde, daß es in Pflanzen die   -
Ornithinaminotransferase gibt, so sind bis heute keine Sequenzen dafür entdeckt
worden.
Der Weg über die  -Ornithinaminotransferase (  -OAT, 2.6.1.13) ist eine Al-
ternative zum Glutamatweg. Das Enzym transaminiert die  -Aminogruppe von
Ornithin. Es wurde bei Pflanzen aus Vigna aconitifolia [Delauney et al., 1993]




Die Biosynthese von Arginin beginnt ebenfalls bei der Aminosäure Glutamat. Es
wird durch fünf enzymatische Reaktionen in Ornithin umgewandelt, mit Hilfe von
drei weiteren Enzyme entsteht daraus Arginin (siehe Abbildung 1.4). Die Aktivität
der letzten drei Enzyme ist schon in den 70er Jahren in Pflanzen nachgewiesen
worden [Bonner and Varner, 1976]. Nur für wenige der insgesamt neun Enzyme



















Abbildung 1.4: Die Biosynthese von Arginin. NAGS: N-Acetylglutamatsynthetase, NAG:
N-Acetylglutamat, NAGK: N-Acetylglutamatkinase, NAGP: N-Acetylglutamatphosphat,
NAGPR: N-Acetylglutamatphosphatreduktase, NAGSA: N-Acetylglutamatsemialdehyd, AOA:
Acetylornithin-aminotransferase, NAO: N-Acetylornithin, OAT: Ornithin-acetyltransferase,
CPA: Carbamoylphosphatsynthetase, OCT: Ornithin-carbamoyltransferase, ASS: Argininosucci-
natsynthetase, ASL: Argininosuccinatlyase.
Zu Beginn der Synthese katalysiert die N-Acetylglutamatsynthetase (NAGS,
2.3.1.1) die Acetylierung der   -Aminogruppe des Glutamats. Diese Enzymakti-
vität wurde von Morris and Thompson[1975] in Chlorella vulgaris und in Beta
vulgaris biochemisch nachgewiesen [Morris and Thompson, 1977]. Molekulare
Analysen von diesem Enzym gibt es in Pflanzen noch nicht.
Die  -Carboxygruppe des N-Acetylglutamats wird von der N-Acetylgluta-
matkinase (NAGK, 2.7.2.8) unter ATP-Verbrauch phosphoryliert. Denes [1970]
charakterisierte das Enzym in Chlamydomonas reinhardti und McKay and Shar-
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gool[1981] in Pisum sativum. Das codierende Gen argB wurde im Plastidengenom
der Rotalge Porphyra umbilicalis gefunden [Reith and Munholland, 1993].
Phosphoryliertes N-Acetylglutamat wird dann durch die N-Acetylglutamat-
phosphatreduktase (NAGPR, 1.2.1.38) zum Semialdehyd reduziert. Als Reduk-
tionsäquivalent verwendet das Enzym NADPH [Thompson, 1980]
Die Acetylornithin-Aminotransferase (AOA, 2.6.1.11) sorgt durch eine Tran-
saminierung mit Glutamat für die Umwandlung der Aldehydgruppe in eine Ami-
nogruppe. Es entsteht N-Acetylornithin [Thompson, 1980].
Die Abspaltung des Acetylrestes, katalysiert durch die Ornithinacetyltrans-
ferase (OAT, 2.3.1.35), führt zu Ornithin. Jain and Sharggol [1984] reinigten aus
Pisum sativum die OAT und die NAGS auf.
Die Carbamoylphosphatsynthetase (CPSase, 6.3.5.5, früher 2.7.2.9) hydro-
lyisert unter ATP-Verbrauch Glutamin. Als Produkt entsteht Glutamat und Car-
bamoylphosphat, welches dann für die OCT (siehe unten) zur Verfügung steht.
Die CPSase stellt sowohl für den Pyrimidin- als auch für den Argininstoffwech-
sel Carbamoylphosphat bereit. In höheren Eukaryoten und Eubakterien gibt es für
diesen Zweck zwei verschiedene Isoenzyme, eines für Arginin und eines für Py-
rimidin [van den Hoff et al., 1995]. In Pflanzen hingegen wurde nur ein Enzym
gefunden, das in beiden Stoffwechselwegen aktiv ist. Die Aktivität dieser CPSase
wurde im Plastiden gezeigt [Shibata et al., 1986]. Das Enzym besteht aus zwei
Untereinheiten und wurde aus Medicago sativa kloniert [Zhou et al., 2000]. In
dieser Pflanze liegen die beiden Untereinheiten aufgrund einer Fusion auf einem
Gen. Diese Genfusion findet man auch bei nichtphotosynthetischen Eukaryoten.
Aus Arabidopsis ist bis jetzt nur die kleine Untereinheit charakterisiert worden,
die große Untereinheit wird von einem anderen Gen codiert [Brandenburg et al.,
1998]. Auch in Eubakterien liegen die Untereinheiten getrennt auf zwei Gene
vor [van den Hoff et al., 1995].
Die Ornithincarbamoyltransferase (OCT, 2.1.3.3) wandelt Ornithin zu Ci-
trullin um. Dabei stammt die Aminogruppe aus Aspartat. Das Enzym wurde in
mehreren Pflanzen biochemisch charakterisiert [Baker and Yon, 1983, de Ruiter
and Kollöffel, 1985, Slocum et al., 1990]. Williamson et al. [1996] isolierten das
Gen für die OCT aus Pisum sativum, welches ein plastidäres Transitpeptid besitzt.
Das gilt auch für das Gen aus Arabidopsis [Quesada et al., 1999].
Citrullin wird dann von der Argininosuccinatsynthetase (ASS, 6.3.4.5) zu
Argininosuccinat umgewandelt. Shargool [1971] wies diese Aktivität in Pflanzen
zum ersten Mal in Pisum sativum nach.
Als letztes katalysiert die Argininosuccinatlyase (ASL, 4.3.2.1) die Umwand-




Die Biosynthese von Histidin gehört nur indirekt zur Glutamatfamilie. Während
bei den oben genannten Aminsäuren die Synthese mit der Umwandlung von Gluta-
mat startet, geht hier Glutamat in die Synthese von Histidin nur als Lieferant
von Stickstoffatomen ein. Das Grundgerüst des Histidins stammt aus Ribose-5-
phosphat [Alifano et al., 1996, Fujimori and Ohta, 1998b]. Die Histidinsynthese
besteht aus 11 enzymatischen Schritten und wird in Eubakterien von 8 Enzymen
codiert, die auf einem Operon liegen. In Pflanzen scheint die Histidinsynthese
ähnlich abzulaufen. Pro Histidinmolekül werden 41 Moleküle ATP benötigt [Ohta
et al., 2000]. Einige der Enyzme in der Histidinbiosynthese sind multifunktionell,
auch wenn die Genomorganisation kein Operon ist [Alifano et al., 1996]. Sie sind



























Abbildung 1.5: Die Biosynthese von Histidin. Die Enzyme PRA-PH und PRA-CH lie-
gen in Pflanzen in einem bifunktionellem Enzym vor. R-5-P: Ribose-5-phosphat, RPK:
Ribose-pyrophosphokinase, PRPP: Phosphoribosylpyrophosphat, PRT: Phosphoribosyltrans-
ferase, PR-ATP: Phosphoribosyl-ATP, PRA-PH: Phosphoribosyl-ATP-pyrophosphohydrolase,
PR-AMP: Phosphoribosyl-AMP, PRA-CH: Phosphoribosyl-ATP-cyclohydrolase, BBM-II:
N’-[(5-phosphoribosyl)-formimino]-5-aminoimidazol-4-carboxamid-ribonukleotid, BBM-II-I:
BBM-II-Isomerase BBM-III: N’-[(5-phosphoribulosyl)-formimino]-5-aminoimidazol-4-
carboxamid-ribonukleotid, GAT: Glutaminamin, IGP: Imidazolglyceratphosphat, IGPD:
Imidazolglyceratphosphat-Dehydratase, IAP: Imidazolacetolphosphat HPA: Histidinolphospha-
taminotransferase,HOL-P: Histidinolphosphat, HPP: Histidinolphosphatphosphatase, HOL:
Histidinol, HD: Histidinoldehydrogenase, HAL: Histidinal
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Das 5-Phosphoribosylpyrophosphat entsteht durch Phosphorylierung von Ri-
bose-5-phosphat. Dieser Schritt wird von der Ribosepyrophosphokinase (RPK,
2.7.6.1) katalyisert. Zwei sehr ähnliche Isoenzyme dieses Enzyms wurden in Spi-
nacia oleracea gefunden, sie besitzen ein plastidäres Transitpeptid [Krath and
Hove-Jensen, 1999].
Das nächste Enzym der Histidinsynthese ist die ATP-Phosphoribosyltrans-
ferase (PRT, 2.4.2.17), welches eine Kondensation von 5-Phosphoribosylpyro-
phosphat mit ATP herbeiführt. Aus Arabidopsis sind zwei Isoformen isoliert wor-
den: AtATP-PRT1 und AtATP-PRT2. Sie sind zu 74 % identisch und enthalten
beide ein plastidäres Signalpeptid [Ohta et al., 2000].
Die folgenden beiden Enzyme, die den zweiten und dritten Schritt katalysie-
ren, liegen als ein bifunktionelles Enzym in Arabidopsis vor. Die Aktivität der
Phosphoribosyl-ATP-pyrophosphohydrolase (PRA-PH, 3.6.1.31) ist in der C-
terminalen Domäne des Proteins lokalisiert und hydrolysiert das PR-ATP zu PR-
AMP. Der Purinring des PR-AMPs wird von der Phosphoribosyl-AMP-Cyclohy-
drolase (PRA-CH, 3.5.4.19) geöffnet, es entsteht BBM-II (siehe Abbildung 1.5)
[Fujimori and Ohta, 1998b]
Das nächste Enzym der Histidinsynthese ist die BBM-II-Isomerase (BBM-
II-I, 5.3.1.16). Es katalysiert eine interne Redoxreaktion, die durch eine Isomeri-
sierung die Aminoaldolase BBM-II in die Aminoketose BBM-III umwandelt [Ali-
fano et al., 1996]. Das aus Arabidopsis klonierte Gen trägt ein plastidäres Signal-
peptid [Fujimori et al., 1998].
Die bifunktionelle Imidazolglyceratphosphat-Synthase aus Arabidopsis be-
sitzt zwei enzymatische Aktivitäten. Am N-Terminus des Enzyms At-HF befindet
sich eine Glutaminamidotransferase (GAT), am C-Terminus eine Cyclase. Das
pflanzliche Gen trägt ein plastidäres Signalpeptid [Fujimori and Ohta, 1998a].
Die Gen für die GAT ist bei Cyanophora paradoxa und Cyanidium caldarium im
Plastidengenom codiert. Die Funktion der GAT ist die Übertragung eines Stick-
stoffatoms auf BBM-III, die Cyclase spaltet die Seitenkette des BBM-III und es
wird Imidazolglyceratphosphat frei.
Die Imidazolglyceratphosphat-Dehydratase (IGPD, 4.2.1.19) ist in Pflan-
zen ein monofunktionelles Enzym, das vermutlich auch in den Plastiden transpor-
tiert wird. In Arabidopsis hat man zwei Isoenzyme gefunden [Tada et al., 1994].
Es wandelt Imidolglyceratphosphat in Imidazolacetolphosphat um.
Als nächstes Enzym folgt die Histidinolphosphat-Aminotransferase (HPA,
2.6.1.9). Es überträgt die Aminogruppe von Glutamat auf Imidazolacetolphos-
phat. Dabei entsteht Histidinolphosphat. Das HPA-Gen aus Tabak trägt N-terminal
ein plastidäres Transitpeptid [Malki et al., 1998, Malki and Jacobs, 2001].
Das vorletzte Enzym ist die Histidinolphosphatphosphatase (HPP, 3.1.3.15).
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Sie wandelt das Histidinolphosphat in Histidinol um. Die Enyzmaktivität liegt bei

-Proteobakterien als bifunktionelles Enzym vor, zusammen mit IGPD (s.o.). In
der Hefe ist das Enzym (HIS2) monofunktionell. Bis jetzt sind keine Sequenzen
aus Pflanzen für dieses Enzym bekannt.
Als letztes wandelt die Histidindehydrogenase (HDH, 1.1.1.23) Histidinol in
Histdinal und danach in Histidin um. Die HDH katalysiert die Vier-Elektronen-
Oxidation des Aminoalkohol Histidinol zur Säure Histidin durch zwei aufeinan-
derfolgende Reduktionen des NAD zu NADH. Das Enzym wurde aus Brassica
oleracea [Nagai et al., 1991] und Thlaspi goesingense [Persans et al., 1999] klo-
niert und biochemisch untersucht.
1.2.2 Die Aspartatfamilie
Zur Aspartatfamilie gehören folgende Aminosäuren: Aspartat, Asparagin, Threo-
nin, Methionin, Isoleucin und Lysin (siehe Abbildung 1.6). Nach der Synthese
von Aspartat aus Oxalacetat steht diese Aminosäure für die Synthese der anderen
zur Verfügung.
Biosynthese von Aspartat und Asparagin
Die Aspartat-Aminotransferase (AspAT, 2.6.1.1) katalysiert die reversible Tran-
saminierung von Oxalacetat und Glutamat (siehe Abbildung 1.7). Die Produkte
sind Aspartat und   -Ketoglutarat. Diese Reaktion ist essentiell für den Prozess der
primären Stickstoffassimilation, da so wieder   -Ketoglutarat für die Aufnahme
von Ammonium zur Verfügung steht. Alle pflanzlichen Aspartatkinasen sind kern-
kodiert. In Pflanzen gibt es mindestens 3 Isoenzyme, die im Cytosol, Mitochondri-
en oder den Plastiden lokalisiert sind [Schultz and Coruzzi, 1995]. In Arabidopsis
hat man eine Genfamilie von fünf Isoenzymen gefunden [Buchanan et al., 2000].
Das Gen ASP1 codiert für eine mitochondriale Aspartat-Aminotransferase, ASP2
und ASP4 für eine cytosolische Form und die Genprodukt von ASP3 und ASP5
werden in den Plastiden transportiert [Wilkie et al., 1995, Schultz and Coruzzi,
1995].
Die Glutamin-abhängige Asparaginsynthetase (AS 1, 6.3.5.4) katalysiert die
Transaminierung von Glutamin und Aspartat zu Glutamat und Asparagin (siehe
Abbildung 1.7). Sie wurde in Pflanzen unter anderem auch in Arabidopsis cha-
rakterisiert [Lam et al., 1994]. Es wird angenommen, daß es in Pflanzen auch
die Ammonium-abhängige Asparaginsynthetase (6.3.1.1) gibt [Lam et al., 1996].
Allerdings sind weder Sequenzen dafür bekannt noch weiß man, ob die Glutamin-










Abbildung 1.6: Schematischer Überblick über die Synthese der Aminosäuren ausgehend von As-
partat.
jetzt wurde nur in Zea mays diese Aktivität gezeigt [Lam et al., 1996]. Derartige
bifunktionelle AS kennt man bei der menschlichen AS. In Eubakterien wie E. coli
hingegen werden die Glutamin-abhängige und die Ammonium-abhängie von zwei
verschiedenen Genen codiert [Buchanan et al., 2000]. Die Asparaginase (ASP,
3.5.1.1) katalysiert die Rückreaktion von Asparagin zu Aspartat. Dieses Enzym
wurde in Arabidopsis [Casado et al., 1995] und in Lupinus angustifolius [Dickson
et al., 1992] gefunden.
Biosynthese von Threonin
Das Kohlenstoffgerüst der Aminosäure Threonin liefert Aspartat. Die Synthese
beginnt mit einer Phosphorylierung des Aspartat zu Aspartatphosphat (siehe Ab-
bildung 1.8), katalysiert von der Aspartatkinase (AK, 2.7.2.4). Die Aspartatkina-
se leitet nicht nur die Synthese von Threonin ein, sondern auch von Lysin und
















Abbildung 1.7: Synthese von Aspartat und Asparagin. AspAT: Aspartat-Aminotransferase, AS 1:
Glutamin-abhängie Asparaginsynthetase, AS 2: Ammonium-abhängie Asparaginsynthetase, ASP:
Asparaginase.
Regulation. Sie können durch Lysin oder Threonin feedback-reguliert sein [Aze-
vedo and Lea, 2001]. Eine Lysin-sensitive Aspartatkinase wurde von Tang et al.
[1997] aus Arabidopsis isoliert. Neben den monofunktionellen AKs gibt es auch
bifunktionelle Enyzme, bestehend aus einer Aspartatkinase-Domäne (in Arabi-
dopsis N-terminal) und einer Homoserindehydrogenase-Domäne (s.u) [Gishlain
et al., 1994]. Die Dehydrogenase wird für den dritten Schritt in der Threoninsyn-
these benötigt. Bifunktionelle AK/HDHs findet man auch bei Eubakterien, z.B.
bei E. coli [Bender, 1985].
Die Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase (ASD, 1.2.1.11) katalysiert im näch-
sten Schritt die NADPH-abhängige Reduktion von Aspartatphosphat zu Aspartat-
semialdehyd [Viola, 2001]. Sie ist in Pflanzen bis jetzt nur biochemisch untersucht
worden [Azevedo et al., 1997], Proteinsequenzen gibt es noch nicht.
Anschließend katalysiert die Homoserindehydrogenase (HSD, 1.1.1.3) die
NADPH-abhängige Reduktion von Aspartatsemialdehyd zu Homoserin. In Pflan-
zen gibt es ein bifunktionelles, threonin-sensitives Enzym aus AK und HDH mit
plastidären Signalpeptid [Azevedo and Lea, 2001]. Dieses Enzym leitet die Syn-
these von Threonin und Methionin ein.
Das vierte Enyzm in diesem Syntheseweg ist die Homoserinkinase (HSK,
2.7.1.39). Sie katalysiert die ATP-abhängige Phosphorylierung von Homoserin zu
Homoserinphosphat. [Viola, 2001] Bis jetzt wurde nur eine pflanzliche Sequenz
aus Arabidopsis isoliert [Lee and Leustek, 1999a]).
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In einem letzten Schritt ensteht aus Homoserinphosphat Threonin. Die Threon-
insynthase (THS, 4.2.99.2) katalysiert diese Reaktion. Pflanzliche Sequenzen sind
aus Arabidopsis [Laber et al., 1999] und Solanum tuberosum bekannt. [Thoma-
zeau et al., 2000] kristallisierte das Enzym aus Arabidopsis.
Biosynthese von Methionin
Der Syntheseweg von Methionin ist nicht in allen Organismengruppen gleich.
In Hefe wird Methionin durch die direkte Sulfhydrierung von O-Acetylhomo-
serin synthetisiert, in Eubakterien erfolgt die Synthese ausgehend vom Succinyl-
Homoserin [Hesse et al., 2001]. Bei Mikroorganismen ist auch bereits das Homo-
serin das letzte gemeinsame Stoffwechselprodukt in der Synthese von Threonin
und Methionin, bei Pflanzen trennen sich die Wege erst nach dem Phosphohomo-
serin [Datko et al., 1974].
In Pflanzen ist ist die Cystathion-  -Synthase (CGS, 4.2.99.9) das erste En-
zym in der Methioninsynthese [Hesse et al., 2001] (siehe Abbildung 1.8). Es ka-
talysiert die Transsulfurierung von Phosphohomoserin mit Cystein zu Cystathi-
on [Ravanel et al., 1998]. Damit ist die Methioninsynthese eingeleitet. Das Enzym
ist in Pflanzen (Triticum aestivum, Spinat) biochemisch untersucht worden [Kreft
et al., 1994, Ravanel et al., 1995a]. Aus Arabidopsis [Kim and Leustek, 1996, Ra-
vanel et al., 1998] und Nicotiana tabacum [Clausen et al., 1999] wurden die Gene
kloniert.
Das C3-Gerüst des Cysteins wird danach durch die Cystathion-   -Lyase (CBL,
4.4.1.8) gespalten und der Schwefel verbleibt am Homoserin. Es entsteht Ho-
mocystein, Pyruvat und Ammonium. In Spinat konnten eine plastidäre und ei-
ne cytosolische Isoform nachgewiesen werden [Droux et al., 1995, Hesse et al.,
2001]. Die CBL aus Arabidopsis wurde sowohl aufgereinigt und biochemisch un-
tersucht [Droux et al., 1995] als auch auf Sequenzebene charakterisiert [Ravanel
et al., 1995b, Ravanel et al., 1996].
Der letzte Schritt der Methioninsynthese ist wahrscheinlich im Cytosol loka-
lisiert [Wallsgrove et al., 1983]. Die Methioninsynthase (MS, 2.1.1.14) wandelt
durch eine Tetrahydrofolat-vermittelte Methylierung Homocystein zu Methionin.
Pflanzen und Pilze haben eine Cobalmin-unabhängige MS, Eubakterien in der
Regel eine Colbalmin-abhängige (2.1.1.13). In E. coli findet man Gene für bei-
de Formen [Eckermann et al., 2000]. Die Methioninsynthase wurde aus Catha-















































Abbildung 1.8: Synthese von Threonin, Methionin und Lysin aus Aspartat. Die Aspartatkinase
existiert in einer monofunktionellen und einer bifunktionellen Form mit der Homserindehydro-
genase (siehe gestrichelte Linien). Die mit ** gekennzeichneten Enyzme wurden in Pflanzen noch
nicht charakterisiert. AK: Aspartatkinase, ASD: Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase, HSD:
Homserindehydrogenase, HSK: Homoserinkinase, THS: Threoninsynthase, CGS: Cystathion-
  -Synthase, CBL: Cystathion-   -Lyase, MS: Methioninsynthase, DHDP-S: Dihydrodipicoli-
natsynthase, DHDP-R: Dihydrodipicolinatreduktase, THDP-S: Tetrahydrodipicolinat-Succinyla-
se, SDAP-AT: Succinyldiaminopimelat-Aminotransferase, SDAP-D: Succinyldiaminopimelat-
Desuccinylase,DAP-E: Diaminopimelat-Epimerase, DAP-D: Diaminopimelat-Decarboxylase
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Biosynthese von Lysin
Man unterscheidet zwei verschiedenen Stoffwechselwege für die Synthese von
Lysin. Der   -Aminoadipat-Weg (   -AA) wird von echten Pilzen und von ther-
mophilen, gram-negativen Eubakterien benutzt [Nishida et al., 1999]. Den      -
Diaminopimelat-Weg (DAP-Weg) hingegen findet man in allen höheren Pflanzen,
Algen, Eubakterien und Oomyceten [Vauterin et al., 1999]. Insgesamt sind es sie-
ben Enzyme, die Synthese von Lysin ausgehend vom Aspartatsemialdehyd kata-
lysieren. In Pflanzen sind davon bis jetzt nur vier charakterisiert worden. Sie alle
besitzen ein plastidäres Signalpeptid (siehe Abbildung 1.8).
Den ersten Schritt katalysiert die Dihydrodipicolinatsynthase (DHDP-S, 4.2.1.52).
Sie vermittelt die Kondensation von Pyruvat und Aspartatsemialdehyd zu Dihy-
drodipicolinat und wurde schon aus Mais, Weizen, Spinat und Tabak charakteri-
siert [Azevedo et al., 1997]. In Arabidopsis wurden zwei Lysin-sensitive Isoen-
zyme gefunden [Vauterin and Jacobs, 1994, Vauterin et al., 1999, Sarrobert et al.,
2000]
Als nächstes Enzym folgt die Dihydrodipicolinatreduktase (DHDP-R, 1.3.1.26).
Ihre Aktivität, die Reduktion des Dihydrodipicolinats zu Tetrahydrodipicolinat,
wurde in Soja, Tabak und Mais nachgewiesen [Chatterjee et al., 1994]. Die Se-
quenz aus Arabidopsis wurde nur anhand von Sequenzvergleichen identifiziert.
Für das Vorhandensein der nächsten drei Enzyme, die in E. coli charakterisiert
worden sind, fehlt in Pflanzen noch der Nachweis. Die Tetrahydrodipicolinat-
Succinylase (THDP-S, 2.3.1.117) überträgt Succinyl auf Tetrahydrodipicolinat,
es entsteht Succinylaminoketopimelat, welches von der Succinyldiamonopimelat-
Aminotransferase (SDAP-AT, 2.6.1.17) durch Transminierung von Glutamat ei-
ne weitere Aminogruppe erhält. Das Succinyldiaminopimelat ist das Substrat der
Succinyldiaminopimelat-Desuccinylase (SDAP-D, 3.5.1.18), die den Succinyl-
rest abspaltet.
Die Diaminopimelat-Epimerase (DAP-E, 5.1.1.7) isomerisiert LL-Diamino-
pimelat zu meso-Diaminopimelat. Ihre Aktivität ist in Mais, Weizen, Soja und Ta-
bak gezeigt worden [Chatterjee et al., 1994]. Die Sequenz aus Arabidopsis stammt
aus dem Genomprojekt.
Im letzten Schritt der Biosynthese von Lysin wird von der Diaminopimelat-
Decarboxylase (DAP-D, 4.1.1.20) eine Carboxygruppe von meso-Diaminopime-
lat abgespalten. Diese Aktivität wurde von Chatterjee et al. [1994] gezeigt. Das
Enzym ist in den Plastiden lokalisiert [Mazelis et al., 1976]. Auch in diesem Fall
wurde die einzige pflanzliche Sequenz im Genom von Arabidopsis entdeckt.
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Biosynthese von Isoleucin
Die Biosynthese von Isoleucin (siehe Abbildung 1.9) gehört zur Aspartatfamilie,
da Threonin als Ausgangsprodukt dient. Der erste Schritt wird von der Threon-
indehydratase (THD, 4.2.1.16) eingeleitet. Es katalysiert die Deaminierung von
Threonin zu   -Oxobutyrat. Die Aktivität wurde in pflanzlichen Zellkulturen [Dou-
gall, 1970] und in Spinat [Sharma and Mazumder, 1970] gezeigt. Sequenzen sind
aus Lycopersicum esculentum [Samach et al., 1991], Solanum tuberosum [Hild-
mann et al., 1992] und Arabidopsis [Mourad et al., 1998] bekannt. Alle folgenden
Enzyme sind substratbispezifisch und arbeiten sowohl in der Isoleucin als auch in
der Valinsynthese. Daher werden sie dort beschrieben (siehe Abschnitt 1.2.3).
1.2.3 Die Pyruvatfamilie
Zur Pyruvatfamilie (siehe Abbildung 1.9) gehören die Aminosäuren Valin, Leucin
und Alanin. Die Synthese von Leucin zweigt am vorletzten Schritt der Valinsyn-
these ab und führt nach vier weiteren Reaktionen zu Leucin. Alanin entsteht in
einem einzigen Schritt aus Pyruvat. Oft werden die Stoffwechselwege von Isoleu-
cin und Valin zusammen beschrieben, da sie sich alle Enzyme bis auf die Threon-
indehydratase teilen.
Die Acetolactatsynthase (ALS, 4.1.3.18) katalyisert den ersten Schritt in der
Synthese der verzweigtkettigen Aminosäuren Valin, Leucin und Isoleucin. Das
Enzym vermittelt die Kondensation von zwei Molekülen Pyruvat, um Acetolactat
für die Synthese von Valin und Leucin zu bilden, oder die Kondensation von Pyru-
vat und 2-Oxobutyrat, um Acetohydroxybutyrat für die Synthese von Isoleucin zu
bilden [Azevedo et al., 1997]. Die ALS ist das Ziel von vier verschiedenen Her-
bizidklassen: Sulphonylharnstoffe, Imidazolinone, Triazolopyrimidinsulfonamide
und Pyrimidyloxybenzoate [Schloss et al., 1988,Mourad and King, 1992]. In Hefe
und anderen Pilzen findet man die ALS in den Mitochondrien [Chang and Dugg-
leby, 1997], die pflanzlichen Enyzme sind im Plastiden lokalisiert [Hattori et al.,
1995]. Pflanzliche Sequenzen sind unter anderen aus Xanthium sp. [Bernasconi
et al., 1995], Gossypium hirsutum [Grula et al., 1995] und Arabidopsis isoliert
worden [Sathasivan et al., 1990, Chang and Duggleby, 1997]. Die aktive ALS be-
steht aus zwei Untereinheiten, einer katalystischen und einer regulatorischen. Bei-
de sind in der Hefe charakterisiert worden [Pang and Duggleby, 1999]. Auch in
Pflanzen wurden inzwischen die regulatorische Untereinheit in Nicotiana [Hers-
hey et al., 1999] und Arabidosis [Lee and Duggleby, 2001] gefunden.
Das nächste Enzym in der Isoleucinbiosynthese ist die Acetohydroxyacidre-


































































































































































































































Abbildung 1.9: Synthese der Aminosäuren aus der Pyruvatfamilie (Leucin, Valin und Ala-
nin) und von Isoleucin. THD: Threonindehydratase, ALS: Acetolactatsynthase, AHRI: Ace-
tohydroxyacidreduktoisomerase, DHD: Dihydroxyacid-Dehydratase, AT: Aminotransferase,
IPM-S: Isopropylmalat-Synthase, IPM-I: Isopropylmalat-Isomerase, IPM-D: Isopropylmalat-
Dehydrogenase, Ala-AT: Alanin-Aminotransferase
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nannt. Es katalysiert eine ungewöhnliche Zwei-Schritt-Reaktion [Dumas et al.,
2001]. In dieser Reaktion wird zuerst ein Alkylrest im Substrat (Acetolactat oder
Acetohydroxybutyrat) verschoben. Danach wird das Molekül an der entstandenen
Ketogruppe reduziert. Die Aktivität der AHRI wurde in den Plastiden aus Spinat
gezeigt [Dumas et al., 1989]. Sequenzen sind aus Spinat [Dumas et al., 1991] und
Arabidopsis [Curien et al., 1993] bekannt.
Das nächste Enzym der Isoleucinsynthese ist die Dihydroxyacid-Dehydrata-
se (DHD, 4.2.1.9), es katalysiert den vierten Schritt der Synthese [Azevedo et al.,
1997], in dem das Substrat dehydriert und eine Tautomerisierung durchgeführt
wird. Es entsteht Oxomethylvalerat (Isoleucinsynthese) bzw. Oxoisovalerat (Va-
linsynthese). Letzteres ist der Vorläufer von Leucin. Die DHD wurde aus Spinat
aufgereinigt [Flint and Emptage, 1988]. Eine pflanzliche Sequenz aus Arabidopsis
stammt aus dem Genomprojekt.
Im letzten Syntheseschritt entstehen die beiden Aminosäuren Isoleucin und
Valin durch eine Transaminierung. Die Aminogruppe liefert je ein Molekül Glutamat.
Dazu wird die Aktivität einer Aminotransferase (AT, 2.6.1.42) benötigt, die auch
am letzten Schritt der Leucinsynthese eine Rolle spielt. Daher wird diese Ami-
notransferase auch nach ihrem Auftreten in der Synthese der verzweigtkettigen
Aminosäuren benannt [Azevedo et al., 1997].
Biosynthese von Leucin
Die Biosynthese von Leucin ist in Pflanzen noch nicht umfassend erforscht wor-
den. Die ersten drei Reaktionen bis zu Entstehung von Oxoisovalerat (siehe Abbil-
dung 1.9) gleichen der Valinsynthese. Daran schließen sich vier weitere Schritte
an.
Das Oxoisovalerat wird von der Isopropylmalat-Synthetase (IPM-S, 4.1.3.12)
in   -Isopropylmalat umgewandelt. Hagelstein and Schultz [1993] wiesen die Ak-
tivität der Synthase in den Plastiden von Spinat nach. Experimentell bestätige Se-
quenzen liegen noch nicht vor.
Das   -Isopropylmalat wird von der Isopropylmalat-Isomerase (IPM-I, 4.2.1.33)
in   -Isopropylmalat isomerisiert. Das Enzym besteht aus zwei Untereinheiten.
Aus Arabidopsis ist die kleine Untereinheit im Genomprojekt annotiert worden,
die große Untereinheit wurde durch eine Datenbankrecherche gefunden.
Der vorletzte Schritt wird von der Isopropylmalat-Dehydrogenase (IPM-D,
1.1.1.85) katalysiert. Dieses Enzym wurde aus Raps [Ellerström et al., 1992] und
aus der Kartoffel [Jackson et al., 1993] kloniert.
Als letztes überträgt eine Aminotransferase (AT, 2.6.1.42) eine Aminogruppe




Alanin entsteht in nur einem Schritt durch Transaminierung von Pyruvat. Die
Alanin-Aminotransferase (Ala-AT, 2.6.1.2) wurde als erstes aus Panicum milia-
ceum charakterisiert [Son and Sugiyama, 1992], später von Kikuchi et al. [1999]
aus Oryza sativa.
1.2.4 Die Phosphoglyceratfamilie
Die Phosphoglyceratfamilie besteht aus drei Aminosäuren: Serin, Glycin und Cy-
stein. Auch hier sind, ähnlich der Pyruvatfamilie, die Synthesewege miteinander
verschachtelt. Cystein entsteht direkt aus der Aminosäure Serin, Glycin und Serin
sind ineinander umwandelbar.
Biosynthese von Serin und Glycin
Pflanzen besitzen zwei verschiedene Möglichkeiten, Serin zu synthetisieren. Zum
einen gibt es den Glykolatweg während der Photorespiration, zum anderen den
Phosphoglyceratweg in den Plastiden [Ho and Saito, 2001].
Der Phosphoglyceratweg (siehe Abbildung 1.10.1) wird auch als phosphory-
lierter Weg bezeichnet und besteht aus drei enzymatischen Reaktionen. Alle drei
Enzyme sind in den Plastiden lokalisiert [Ho and Saito, 2001].
Die Phosphoglycerat-Dehydrogenase (PGDH, 1.1.1.95) ist das erste Enzym
in diesem Weg. Es katalysiert die Oxidierung von Phosphoglycerat zu Phoshohy-
droxypyruvat und wurde in Pflanzen erstmals von Slaughter and Davis [1968] bio-
chemisch untersucht. Die erste pflanzliche Sequenz stammt aus Arabidopsis [Ho
et al., 1999b].
Im nächsten Schritt katalysiert die Phosphoserin-Aminotransferase (PSAT,
2.6.1.52) eine Transminierung. Die Aminogruppe von Glutamat wird auf Phos-
phohydroxypyruvat übertragen. Es entsteht Phosphoserin. Die PSAT wurde erst-
mals von Cheung et al. [1968] in Pflanzen nachgewiesen. Aus Arabidopsis wurde
das Enzym von Ho et al. [1998] kloniert.
Die Dephosphorylierung des Phosphoserins zu Serin übernimmt die Phos-
phoserin-Phosphatase (PSP, 3.1.3.3). Auch von diesem Enzym stammt die erste
pflanzliche Sequenz aus Arabidopsis [Ho et al., 1999a].
Der Glykolatweg (siehe Abbildung 1.10.2) ist mit der Photosynthese und der
Photorespiration verbunden und der häufigste Syntheseweg von Serin in photo-
synthetischen Geweben [Ho and Saito, 2001]. Glykolat entsteht während der Pho-


















Abbildung 1.10: Synthese der Aminosäuren Serin und Glycin. Gezeigt sind (1) der Phosphoglyce-
ratweg im Plastiden und der Glykolatweg (2) aus der Photorespiration im Mitochondrium. PGDH:
Phosphoglycerat-Dehydrogenase, PSAT: Phosphoserin-Aminotransferase, PSP: Phosphoserin-
Phosphatase, GDC: Glycin-Decarboxylase, SHMT: Serinhydroxymethyltransferase
es erst zu Glyoxylat umgewandelt, dann zu Glycin. Das Glycin wechselt zur De-
carboxylierung und Deaminierung ins Mitochondrium. Das Ergebnis der letzen
beiden Reaktionen ist Serin. Verantwortlich dafür sind die Glycin-Decarboxylase
und die Serinhydroxymethyltransferase.
Die Glycin-Decarboxylase (GDC) ist ein Matrix-Enzym [Douce et al., 2001],
das aus vier Polypeptiden besteht: P-Protein (Glycin-Dehydrogenase), H-Protein,
T-Protein (Aminomethyltransferase) und L-Protein (Lipoamid-Dehydrogenase).
Das P-Protein spaltet Glycin zu CO   und Methylamin. Das Liponsäureamid des
H-Protein übernimmt das Methylamin und überträgt es auf das T-Protein. Dabei
bindet das Methylen-C-Atom an die Tetrahydrofolsäure des T-Proteins. Von der
entstandenen N,N-Methylentetrahydrofolsäure übernimmt die Serinhydroxyme-
thyltransferase den C  -Körper und bindet ihn an Glycin. Auf diese Weise entste-
hen aus zwei Molekülen Glycin aus einem Molekül Serin. Die Reoxidation des
Dihydroliponsäureamids katalysiert schließlich die L-Untereinheit der Glycin-
Decarboxylase [Richter, 1998]. Die Lipoamid-Dehydrogenase (L-Protein, 1.8.1.4)
ist nicht nur ein Bestandteil der Glycin-Decarboxylase, sondern auch in dem Mul-
tienzym Pyruvat-Dehydrogenase (1.2.4.1) enthalten (E3 genannt) [Bourguinon
et al., 1996,Neuburger et al., 2000]. In Arabidopsis wurde zwei Isoenzyme des L-
Proteins mit mitochondrialem Signalpeptid gefunden [Lutziger and Oliver, 2001].
Alle Untereinheiten der GDC und die SHMT sind von Turner et al. [1993] in
Pisum sativum untersucht worden. Srinivasan and Oliver [1995] klonierten das
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H-Protein aus Arabidopsis. Das P-Protein (1.4.4.2) wurde aus Spinat von Turner
et al. [1992] charakterisiert und das T-Protein von Kopriva and Bauwe [1994] aus
Solanum tuberosum.
Die Serinhydroxymethyltransferase (SHMT, 2.1.2.1) ist ein Tetramer aus
vier identischen Untereinheiten, die die reversible Konversion von Serin und Te-
trahydrofolat (THF) zu Glycin und Methylen-THF katalysieren. In Arabidopsis
hat man zwei mitochondriale und drei cytosolische SHMTs gefunden [McClung
et al., 2000]. Die Aminosäuren Glycin und Serin sind ineinander überführbar. Ent-
weder ensteht Serin bei der Photorespiration aus zwei Molekülen Glycin oder oder
die cytosolische SHMT wandelt Serin in Glycin um [Mouillon et al., 1999].
Biosynthese von Cystein
Die Cysteinbiosynthese läuft in Pflanzen in zwei Schritten ab (siehe Abbildung
1.11), die die Verbindung zwischen dem Schwefel- und dem Stickstoffmetabo-
lismus herstellen. Bei der Sulfasassimilation entsteht Schwefelwasserstoff, der in
Form von Cystein fixiert wird.
Für die Fixierung wird zunächst Serin mit AcetylCoA aktiviert, es entsteht O-
Acetylserin (OAS), katalysiert durch die Serinacetyltransferase (SAT, 2.3.1.30).





Abbildung 1.11: Synthese der Aminosäure Cystein aus Serin. SAT: Serinacetyltransferase, ASL:
O-Acetylserin-(thiol)-Lyase
In Pflanzen findet man eine Reihe von cytosolischen, plastidären und mit-
ochondrialen Isoformen von SAT und OAS-TL. Zusammen bilden sie den Cystein-
synthase-Komplex [Wirtz et al., 2001]. In Arabidopsis hat man drei Isoformen der
OAS-TL gefunden [Jost et al., 2000,Hesse and Altmann, 1995]. Auch von der SAT
sind in Arabidopsis mehrere Isoformen isoliert worden [Ruffet et al., 1995, Bog-
danova et al., 1995, Roberts and Wray, 1996, Howarth et al., 1997]
1.2.5 Die Phosphoenolpyruvatfamilie
Zur Phosphoenolpyruvatfamilie gehören alle aromatischen Aminosäuren: Tyro-
sin, Phenylalanin und Tryptophan. Sie werden in einem gemeinsamen Stoffwech-
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selweg synthetisiert (siehe Abbildung 1.12). Chorismat ist der Vorläufer von allen
dreien und ensteht in dem Shikimatweg, der nur in Pflanzen, Pilzen und Mikro-










Abbildung 1.12: Überblick über den Syntheseweg der aromatischen Aminosäuren Tyrosin, Phe-
nylalanin und Tryptophan
Die Synthese von Chorismat besteht aus 7 Schritten (siehe Abbildung 1.13)
und beginnt mit der Kondensation von zwei Intermediaten des Kohlenstoffmeta-
bolismus: Phosphoenolpyruvat (PEP) aus der Glycolyse und Erythrose-4-phosphat
aus dem Pentosephosphatweg [Buchanan et al., 2000]. Die Reaktion katalysiert
die 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat-Synthase (DAHP-Synthase,
4.1.2.15). Das Enzym wurde in Pflanzen in Daucus carota [Suzich et al., 1985]
und Solanum tuberosum [Pinto et al., 1986] biochemisch untersucht. Aus Arabi-
dopsis sind die Sequenzen von drei Isoenzymen bekannt [Keith et al., 1991,Herr-
mann and Weaver, 1999] und aus Lycopersicum esculentum von zweien [Görlach
et al., 1993].
Im zweiten Schritt wird DHAP von der Dehydroquinat-Synthase (DHS, 4.6.1.3)
zu Dehydroquinat dephosphoryliert. Bischoff et al. [1996] klonierte die erste DHS
aus höheren Pflanzen (Lycopersicum esculentum). In Pilzen ist dieses Enzym Be-
standteil des pentafunktionellen AROM-Komplexes (4.6.1.3, 4.2.1.10, 1.1.1.25,
2.7.1.71, 2.5.1.19) [Herrmann and Weaver, 1999].
Die folgenden beiden Reaktionen werden in Pflanzen von einem bifunktionel-






















Abbildung 1.13: Die Synthese von Chorismat, dem gemeinsamen Vorläufer aller aromatischen
Aminosäuren. Die bifunktionelle Shikimat:NADP-Oxidoreduktase enthält die Enzyme inner-
halb der gestrichelten Linien. PEP: Phophoenolpyruvat, E-4-P: Erythrose-4-phosphat, DAHP-S:
3-Deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate-Synthase, DHS: Dehydroquinat-Synthase, DHD:
Dehydroquinat-Dehydratase, SD: Shikimat-Dehydrogenase, SK: Shikimatkinase, EPSP: 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat, EPSP-S: EPSP-Synthase, CS: Chorismatsynthase
droquinat-Dehydratase (DHD, 4.2.1.10) am N-Terminus und die Shikimat-De-
hydrogenase (SD, 1.1.1.25) am C-Terminus. Beide Enzyme zusammen reduzie-
ren Dehydroquinat über Dehydroshikimat zu Shikimat [Herrmann and Weaver,
1999]. Sie wurden bereits aus Nicotiana tabacum [Bonner and Jensen, 1994] und
aus Lycopersicum esculentum [Bischoff et al., 2001] charakterisiert.
Im fünften Schritt phosphoryliert die Shikimatkinase (SK, 2.7.1.71) Shikimat
an der 3-Hydroxylgruppe zu Shikimatphosphat. Die erste pflanzliche SK wurde
von Schmid et al. [1992] aus Lypcopersicum esculentum kloniert.
Das wohl bekannteste Enzym des Shikimatweges ist die 5-Enolpyruvylshiki-
mat-3-phosphat-Synthase (EPSP-Synthase, 2.5.1.19). Es ist das Target des er-
folgreichen Herbizids Glyphosat [Steinrücken and Amrhein, 1980,Ye et al., 2001].
An dieser Stelle geht ein weiteres Molekül Phosphoenolpyruvat in den Shikimat-
weg ein. Das Enyzm ist in Pflanzen gründlich untersucht worden. Sequenzen gibt
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es unter anderem aus Arabidopsis [Klee et al., 1987] und Brassica napus [Gasser
and Klee, 1990].
Das letzte Enzym der Chorismatsynthese ist die Chorismatsynthase (CS,
4.6.1.4). Sie katalyisert die 1,4-Transeliminierung des Phosphats vom EPSP, es
entsteht Chorismat [Macheroux et al., 1999]. Bis jetzt sind in Lycopersium escu-













Abbildung 1.14: Die Synthese von Tryptophan aus Chorismat. AS: Anthranilatsynthase,
PAT:Phosphoribosylanthranilattransferase, PRA: Phosphoribosylanthranilat, PAI: Phosphori-
bosylanthranilatisomerase, CPADP: 1-(O-Carboxyphenylamino)-1-1desoxyribulose-5-phosphat,
IGP-S: Indolglyceratphosphat-Synthase, IGP: Indolglyceratphosphat, TS: Tryptophan-Synthase
mit zwei Untereinheiten,  und  
Der Stoffwecheselweg von Chorismat zu Tryptophan ist sehr wichtig für Pflan-
zen, weil ausgehend von diesem Weg viele sekundäre Metabolite synthetisiert
werden. Alle Enzyme dieses Stoffwechsels sind in Arabidopsis im Plastiden nach-
gewiesen worden [Zhao and Last, 1995]. Der erste Schritt wird von der Anthrani-
latsynthase (AS, 4.1.3.27) katalysiert, die aus zwei verschiedenen Untereinheiten
(   und   ) besteht. Die   -Untereinheit (Komponente I) katalysiert die Aminierung
von Chorismat und entfernt Enolpyruvat. Dabei arbeitet sie eng zusammen mit der
Glutaminaminotransferase-Aktivität der   -Untereinheit (Komponente II). So wie
in Mikroorganismen kann auch die pflanzliche   -Untereinheit allein aktiv sein,
wenn genügend Ammonium zur Verfügung steht [Buchanan et al., 2000]. In Ara-
bidopsis [Niyogi and Fink, 1992], Ruta graveolens [Bohlmann et al., 1995] und
Oryza sativa [Tozawa et al., 2001] sind mehrere Isoformen der   -Untereinheit
gefunden worden. Die   -Untereinheit ist bei der Alge Cyanophora paradoxa im
Plastiden codiert, in Arabidopsis gibt es zwei kerncodiert Gene [Niyogi et al.,
1993].
Im nächsten Schritt wird Anthranilat von der Phosphoribosylanthranilat-
Transferase (PAT, 2.4.2.18) zu Phosphoribosylanthranilat phosphoryliert. Dieses
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wird anschließend durch die Phosphoribosylanthranilat-Isomerase (PAI, 5.3.1.24)
in 1-(O-Carboxyphenylamino)-1-1desoxyribulose-5-phosphat (CPADP) umgewan-
delt. Von der PAT ist in Arabidopsis nur ein Gen isoliert worden [Rose et al.,
1992], für die PAI hingegen gibt es drei [Li et al., 1995].
Im vorletzten Schritt wird das CPADP decarboxyliert und zyklisiert. Es ent-
steht Indolglyceratphosphat. Die Indolglyceratphosphat-Synthase (IGPS, 4.1.1.48)
wurde von Li et al. [1995b] aus Arabidopsis isoliert . Biochemische Untersuchun-
gen zu diesem Enzym gibt es bis jetzt noch nicht [Buchanan et al., 2000].
Die Tryptophan-Synthase (TS, 4.2.1.20) besteht wie die AS aus einer   und
einer   -Untereinheit. Beide zusammen katalysieren die letzten Schritte der Tryp-
tophansynthese. Die   -Untereinheit setzt Indolglyceratphosphat zu Indol um, die
  -Untereinheit katalysiert die Kondensation von Indol und Serin zu Tryptophan.
Die Untereinheiten sind nur dann aktiv, wenn sie in einem Komplex vorliegen [Ro
and Miles, 1999]. Die   -Untereinheit ist bei den Rotalgen Porphyra purpurea und
Cyanidium caldarium im Plastidengenom codiert. In Arabidopsis hat man je zwei
Gene für die   -Untereinheit [Radwanski et al., 1995] und die   -Untereinheit [Ber-
lyn et al., 1989, Pruitt and Last, 1993] charakterisieren können.
Biosynthese von Phenylalanin und Tyrosin
In Prokaryoten und Pflanzen werden Tyrosin und Phenylalanin aus Chorismat
über Prephenat synthetisiert (siehe Abbildung 1.15). Welcher Weg für diese Bio-
synthese in Pflanzen eingeschlagen wird, ist noch nicht endgültig geklärt worden.
Zum einen gibt es den allgemein bekannten Arogenatweg, der sowohl zu Ty-
rosin als auch zu Phenylalanin führt. Hinweise zu diesem Syntheseweg kamen
von [Jung et al., 1986]. Ein alternativer Weg führt über Prephenat als gemeinsa-
men Vorläufer zu den beiden Aminosäuren.
Die Synthese von Phenylalanin und Tyrosin wird bei beiden Wegen von der
Chorismatmutase (CM, 5.4.99.5) eingeleitet. Das Enzym katalysiert die intra-
molekulare Umwandlung des Enolpyruvatrestes am Chorismat. Die Aktivität ei-
ner monofunktionellen CM wurde in Pflanzen (Sorghum bicolor, [Singh et al.,
1985]), in Hefe [Schmidheini et al., 1989, Schnappauf et al., 1998] und in Ar-
chaebakterien (Methanococcus jannaschii, [MacBeath et al., 1998]) gezeigt. Aus
Arabidopsis wurden drei verschiedene Isoenzyme charakterisiert, von denen zwei
plastidär sind und eines cytosolisch [Eberhard et al., 1996, Mobley et al., 1999].
Die Prephenat-Aminotransferase (P-AT) wandelt das Prephenat durch eine



















Abbildung 1.15: Die Synthese von Tyrosin und Phenylalanin. Der Hauptweg der Synthese geht
über Arogenat als direkten Vorläufer der beiden Aminosäuren(fettgedruckte Pfeile). Ein al-
ternativer Weg ist über Prephenat möglich. CM: Chorismatmutase, PDH: Prephenatdehydro-
genase, HPP: Hydroxyphenylpyruvat, HPP-AT: Hxdroxyphenylpyruvat-Aminotransferase, P-
AT: Prephenat-Aminotransferase, ADH: Arogenatdehydrogenase, AD: Arogenatdehydratase, PD:
Prephenatdehydratase, PP: Phenylpyruvat, PP-AT: Phenylpyruvat-Aminotransferase (verändert
nach [Seigler, 1998])
alanin und Tyrosin [Bonner and Jensen, 1987b]. Die Aktivität der P-AT wurde
in Nicotiana silvestris [Bonner and Jensen, 1985] und in Sorghum bicolor [Siehl
et al., 1986] gezeigt. Bisher gibt es keine Gensequenzen aus Pflanzen.
Das Arogenat wird entweder von der Arogenatdehydratase (AD, EC 4.2.1.91)
zu Phenylalanin umgewandelt [Fischer and Jensen, 1987] oder von der Arogenat-
dehydrogenase (ADH, 1.3.1.43) zu Tyrosin [Bonner and Jensen, 1987a]. Sowohl
die AD [Siehl and Conn, 1988] als auch die ADH [Connelly and Conn, 1986]
sind in Sorghum bicolor biochemisch charakterisiert worden. Auch von diesen
Enzymen fehlen bisher Sequenzdaten.
Es gibt in Pflanzen Hinweise auf den alternativen Weg zur Biosynthse von
Tyrosin und Phenylalanin, da auch Phenylpyruvat und Hydroxyphenylpyruvat als
Zwischenprodukte gezeigt wurden [Seigler, 1998]. Diesen Weg bezeichnet man
als Prephenatweg, da hier nicht Arogenat sondern Prephenat der letzte gemein-
same Vorläufer in der Synthese ist. Wahrscheinlich ist hier nicht die monofunktio-
nelle Chorismatmutase das erste Enzym, sondern eine bifunktionelles Form (siehe
Abbildung 1.15). Die bifunktionelle Chorismatmutase/Prephenatdehydratase
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(CM, 5.4.99.5/PD, 4.2.1.51), ist in E. coli als P-Protein bekannt [Zhang et al.,
1998] und wandelt Chorismat in Phenylpyruvat um. Aus diesem wird durch Tran-
saminierung mit Hilfe der Phenylpyruvat-Aminotransferase (PP-AT, 2.6.1.58,
Phenylalanin-Aminotransferase) Phenylalanin synthetisiert. Für die Synthese von
Tyrosin gibt es eine zweite bifunktionelle Chorismatmutase/Prephenatdehy-
drogenase (CM, 5.4.99.5/PDH, 1.3.1.12). Sie wird in E.coli und anderen En-
terobakterien T-Protein genannt [Ahmad and Jensen, 1987 & 1988] und redu-
ziert Chorismat zu Hydroxyphenylpyruvat. Daraus ensteht durch einen weite-
ren enzymatischen Schritt Tyrosin, katalysiert von der Hydroxyphenylpyruvat-
Aminotransferase (HPP-AT, 2.6.1.5), auch Tyrosin-Aminotransferase genannt.
Sowohl die bifunktionelle CM/PD als auch die CM/PDH sind im Rahmen des
Genomprojektes in Arabidopsis entdeckt worden. Die Tyrosin-Aminotransferase
wurde von Lopukhina et al. [2001] aus Arabidopsis kloniert.
1.3 Ziele der Arbeit
Die Ziele dieser Arbeit lassen sich in zwei Punkte gliedern:
Entwicklung von HTS-Assays für die Herbizidforschung
Erstens soll für ausgewählte Targets aus der pflanzlichen Aminosäuresynthese ein
HTS-System etabliert werden. Zu den Enzymen gehören die N-Acetylglutamat-
kinase aus der Argininbiosynthese, die Homoserinkinase und die Threoninsynt-
hase aus der Threoninsynthese und die Threonindehydratase aus der Isoleucin-
synthese. Alle vier Enzyme sollen aus Arabidopsis thaliana kloniert werden. Die
Gene werden anschließend in ein prokaryotischen System gebracht, die Enzyme
exprimiert und aufgereinigt. Für jedes der Enzyme wird ein enzymatisches Test-
system entwickelt, das für einen HTS-Assay optimiert werden muß.
Automatisierte phylogenetische Analyse des Aminosäurestoffwechsels in Pflan-
zen
Zweitens ist das Ziel eine phylogenetische Analyse des pflanzlichen Aminosäu-
restoffwechsels anhand der Modellpflanze Arabidopsis thaliana. Dazu wird eine
Datenbank mit allen bisher bekannten Enyzmen aus Arabidopsis zusammenge-
stellt, die an diesem Stoffwechselwegen beteiligt sind. Zum Vergleich werden alle
bisher sequenzierten und verfügbaren eubakteriellen und archaebakteriellen Ge-
nome herangezogen sowie die eukaryotischen Genome von Homo sapiens,Caeno-
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rhabditis elegans, Drosophila melanogaster und Saccharomyces cerevisiae. Hin-
zu kommen alle verfügbaren plastidären Genome und das mitochondriale Genom
von Reclinomonas americana. Mit Hilfe von selbst entwickelten Perlprogrammen
werden über eine Blastsuche Homologe in den Vergleichsgenomen identifiziert
und automatisch ein multiplen Alignment mit diesen Sequenzen erstellt. Wei-
tere Programme berechnen die phylogenetischen Bäume nach dem Maximum-
Likelihood Prinzip und stellen diese anschließend graphisch dar. Das Ergebnis
dieser Analyse soll einen Überblick über die Herkunft der pflanzlichen Enzyme
in diesen Stoffwechselwegen geben.
2Material und Methoden
2.1 Geräte
Autoklav: Westima-Sauter Sterilisator 4.4.6 S1
Dispergiersystem: IKA-Ultra Turrax T25
Eismaschine: Ziegra Eismaschine
Elektrophorese-Kammer: Gibco-BRL
Folienschweißgerät: Krups Vacupack 2 Plus
Geltrockner: Biotec Fischer PH-t 40
Kühlwasserbad: Julabo F 10-Kryostat
Kontaminationsmonitor: Berthold LB 1210 B
Leuchttisch Messinstrumentebau GmbH Erlangen
Magnetrührer: Jahnke & Kunkel IKA-Combimag RET
Mikrowellengerät: Siemens HF 1612
Mixer: Waring Blendor
Netzgeräte
für Agarose-Gele: Ingenieurbüro Fischer
für Sequenzgele: Pharmacia ECPS 3000/150
pH-Meter: Schott CG 840
Pipetten: Gilson 2, 20, 200, 1000
Schüttler: Jahnke & Kunkel IKA-Vibrax-VXR
Schüttlerplattform: GFL 3015
Sterilbank: Herraeus Lamin Air HLB 2472
Szintilationszähler: Packard TriCarb 1000
Transilluminator: Bachhofer IL-350-M
Thermocycler: Perkin Elmer DNA Thermal Cycler
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Thermocycler: Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400
Eppendorf Mastercycler Gradient
UV-Handlampe: Bachhofer HL-6-KL
Vakuum-Pumpe: Edwards High Vacuum Pump
mit Bachhofer Kühlfalle KF
Ultraschall: Branson Sonifier B-12
Waagen: Sartorius
Wasserbäder: GFL
Vortexer: Jahnke & Kunkel VF2
Zentrifugen
Kühlzentrifugen: Sorvall RC5B und Sorvall RC5C
Rotoren: GSA, GS-3, SS-34, HB-4
Tischzentrifugen: Heraeus Biofuge fresco, Biofuge22R, Biofuge 15
Ultrazentrifuge: Beckmann L8-70M
Rotor: 70.1 Ti, 60 Ti, SW 41
Untertischzentrifuge: Beckmann GPKR
Rotor: GH-3.7
2.2 Hard- und Software
Hardware: Digital DEC 3000
Intel PC
Software: Wisconsin Package Programs GCG, Version 10




XEmacs 20.4, teTEX 0.4
PERL Version 5.005_02
MySQL 3.22.21
GraFit Version 2.0, Erithacus Software
2.3 Chemikalien und Enzyme
Die Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Biomol, Biozym, BioRad, BRL, Boehringer Mannheim, Fluka, Gibco
BRL, Merck, Pharmacia, Riedel de Haen, Serva und Sigma.
Die Kulturmedien stammten von der Firma:
Gibco BRL.
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Die Radiochemikalien lieferte die Firma:
Hartmann Analytics, Braunschweig.
Die verwendeten Enzyme lieferten folgende Firmen:
Stratagene, MBI Fermentas, Boehringer, Pharmacia, Merck, Biolabs,
Serva, Perkin Elmer und Qiagen.
2.4 Lösungen und Medien
Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Lösungen und Kulturmedien nach
Sambrook et al. [1989] und Asubel et al. [1999] hergestellt..
2.5 Pflanzenmaterial
Samen von Arabidopsis thaliana (Ökotyp Columbia) wurden ausgesät und in ei-
nem Lichtschrank unter Kurztagbedingungen (8 h Licht, 16 h Dunkel) bei 20 °C
angezogen. Die benötigte Pflanzenerde bestand aus einer Mischung ausn Floradur
(Gardena), Sand und Vermiculite (Deutsche Vermiculite Dämmstoffe GmbH) im
Verhältnis 2:1:1. Nach 6 Wochen wurden die Pflanzenblätter geerntet und bis zur
Verarbeitung bei - 80 °C gelagert.
2.6 Vektoren und Stämme
2.6.1 Klonierungsvektoren
• Klonierung in Plasmide
Vektor: pBluescript SK (+) Phagemid (STRATAGENE®)
[Short et al., 1988, Alting-Mees and Short, 1989]
E. coli Stamm: NM522
recA+ (supE, thi,   (lac-proAB), hsd5,
F’, proAB, lacI   , lacZ
 
M15
Vektor: pCR®-Blunt II TOPO (Invitrogen)





recA1 endA1 hsdR17(r   ,m   ) phoA supE44  
thi-1 gyrA96 relA1
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• Klonierung in Phagen
Vektor: EcoRI predigested Lambda ZAP II (STRATAGENE®)
E. coli Stämme: POP13
[Schwarz-Sommer et al., 1987]
SOLR  
 (STRATAGENE)
e14  (mcrA)   (mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB
recJ umuC::Tn5(kan  ) uvrC lac gyrA96 relA1 thi-1
endA1 
 [F’ proAB lacI  Z   M15] Su 
XL1-Blue MRF’ (STRATAGENE)
  (mcrA)183   (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F’ proAB lacI  Z   M15
Tn10(tet  )]
Helferphage: ExAssist helper phage (M13) (STRATAGENE)
2.6.2 Expressionsvektoren
• Expression in Plasmiden
Vektoren: pet28abc, pet32abc (Novagen)
E. coli Stamm: BL21(DE3) (Novagen)
F  dcm ompT hsdS  (r   , m   ) gal(DE3)
2.7 Präparation von DNA
2.7.1 Transformation von E. coli
Die Präparation von kompetenten Zellen mit Calciumchlorid und die Transfor-
mation (Hitzeschock) dieser Zellen wurde nach dem Protokoll von Cohen et al.
[1972] durchgeführt.
2.7.2 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte im analytischen Maßstab nach der Me-
thode der alkalischen Lyse nach Sambrook et al [1989] und mit dem Quantum
Prep Plasmid Miniprep Kit (Biorad).
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Die Plasmid-Aufarbeitung im präparativen Maßstab wurde mit dem JETSTAR
Plasmid Kit von Genomed und mit dem Quantum Prep Plasmid Midiprep Kit
(Biorad) durchgeführt.
2.7.3 Differentielle DNA-Aufreinigung
Bei der Aufarbeitung von DNA-Proben wird oft eine Abtrennung von Primern,
Nukleotiden oder anderen DNA-Fragmenten verlangt. Für die Reinigung wurden
folgenden Methoden angewandt:
Ionenaustauscherchromatographie
Die Schleudersäule Nucleo Spin Extract von Macherey und Nagel wird für die
Aufreinigung von PCR-Produkten verwendet. Das PCR-Produkt wird zusammen
mit dem Waschpuffer auf die Säule aufgetragen und zur Abtrennung von Pri-
mern und Nukleotiden zentrifugiert. Der Elutionspuffer bewirkt eine pH-Wert-
Veränderung und führt so zur Elution der DNA. Die genaue Durchführung erfolgt
nach den Anweisungen des Herstellers.
Gelfiltration
Spun Columns Die Spun columns von Pharmacia sind mit Sepharyl S-300, ei-
nem quervernetzten Dextran, als Gelmatrix gepackt. Sie erlauben eine Abtren-
nung von DNA-Molekülen bis zu einer Länge von 118 bp. Sie werden nach den
Anweisungen des Herstellers verwendet.
QIAEX II und QIAquick Das Aufreinigung von Nukleinsäuren mit den QIAEX-
und QIAquick-Säulen von Qiagen arbeiten nach dem Prinzip der Gelfiltration. Die
Säulen wurden nach den Anweisungen des Herstellers verwendet.
2.8 DNA-Konzentrationsbestimmung
Für eine grobe Abschätzung der DNA-Konzentration ist ein Vergleich mit dem
Größenmarker im Agarose-Gel ausreichend, vor allem, wenn nur sehr wenig DNA
zur Verfügung steht. Eine genaue Konzentrationsbestimmung wird jedoch photo-
metrisch vorgenommen. Nukleinsäuren absorbieren aufgrund ihrer Basen ultra-
violettes Licht zwischen 250 nm und 270 nm Wellenlänge. Das Absorptionsma-
ximum liegt bei 260 nm [Sambrook et al., 1989].
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Die Konzentrationsbestimmung wird in dem Biophotometer (Eppendorf) bei
260 nm durchgeführt. Bei dieser Wellenlänge entspricht 1 OD    einer Konzen-
tration von 50  g/ml (gilt für doppelsträngige DNA).
2.9 Isolierung von mRNA aus Pflanzen
20-40 g tiefgefrorenes Pflanzenmaterial werden in einem vorgekühltem Mörser
vorsichtig unter ständiger Zugabe von flüsssigem Stickstoff etwa 30 Minuten lang
zerkleinert. In eine 500 ml Schottflasche werden 4-5 g Polyklar und 200 ml Auf-
nahmepuffer (500 mM Tris HCl pH 9,0, 100 mM NaCl, 0,2 % SDS, 10 mM EDTA
pH 8, 0,2 mg/ml Proteinase K, 30 mM   -Mercaptoethanol) vorgelegt und das zer-
kleinerte Pflanzenmaterial in die Flasche überführt. Die Flasche wird 5 Minuten
gut geschüttelt und anschließend der Inhalt in einen Zentrifugenbecher gegeben.
Nach einem kurzen Zentrifugieren bei 650 g im GSA-Rotor wird der Überstand
in zwei frische Zentrifugenbecher pipettiert. Es wird ein Volumen PCIA (Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol 25:24:1) dazugegeben und nach gutem Mischen für
5 Minuten bei 16300 g im GSA zentrifugiert. Die obere Phase wird abgenommen
und ein weiteres Mal phenolisiert und zentrifugiert. Der Überstand mit 1/10 Vol
3 M Natriumacetat pH 6,5 und 1 Vol Isopropanol für eine Stunde bei -20 °C ge-
fällt. Danach wird 30 Minuten in der Kälte zentrifugiert und das Pellet in 10 ml
Bindungspuffer (400 mM NaCl, 10 mM Tris HCl pH 7,5, 0,2 % SDS, 0,2 mg/ml
Proteinase K) gelöst. Unlösliche Reste werden durch ein kurzes Zentrifugieren ab-
getrennt. Die so gewonnene Gesamt-RNA wird entweder sofort weiterverarbeitet
oder bei -80 °C gelagert.
Zur Isolierung der mRNA wird die Gesamt-RNA auf eine vorbereitete Oligo-
Säule gegeben. Dazu werden 400-500 mg Oligo-Cellulose in ein Zentrifugenröhr-
chen vorgelegt und mit 25 ml Bindungspuffer überschichtet. Die Suspension wird
gut vermischt und für eine Minute zentrifugiert (915 g). Der Überstand wird ver-
worfen und dieser Waschschritt noch zweimal wiederholt. Auf die so vorbereitete
Oligo-Säule wird die Gesamt-RNA pipettiert und 1 h unter ständigem Mischen
resuspendiert. Danach wird für eine Minute zentrifugiert und der Überstand de-
kantiert. Die an die Oligo-Cellulose gebundene mRNA wird dreimal mit 25 ml
Bindungspuffer gewaschen und einmal mit 25 ml Waschpuffer (100 mM NaCl,
10 mM Tris HCl pH 7,5, 0,4 % SDS, 0,2 mg/ml Proteinase K). Nach dem letzten
Waschschritt wird das Pellet in 10 ml Waschpuffer resuspendiert und komplett
in eine Drucksäule überführt. Die Oligo-Cellulose wird etwa 1 Stunde mit dem
Waschpuffer gewaschen bis die Eluate eine konstante optische Dichte (OD    )
erreicht haben. Dann wird zweimal mit 3 ml Elutionspuffer (100 mM Tris HCl
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pH 7,5, 0,2 mg/ml Proteinase K) in ein Corex-Röhrchen eluiert. Die Fraktion wird
mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat pH 6,5 und 2 Vol Ethanol versetzt und über Nacht
bei -20 °C gefällt. Am nächsten Tag wird für 45 Minuten bei 10000 g zentrifugiert
und das Pellet in 400  l TE aufgenommen. Nach dem Lösen wird erneut mit Na-
triumacetat und Ethanol für zwei Stunden gefällt, nach dem Zentrifugieren mit 70
% Ethanol gewaschen und das Pellet zu 1  g/  l in TE gelöst. Die Aufbewahrung
der mRNA erfolgt bei -80 °C .
2.9.1 Herstellung einer cDNA-Bank
Die cDNA-Synthese wird mit dem cDNA Synthesis Kit von Pharmacia nach
dem Gubler-Hoffman-Verfahren [Gubler and Hoffman, 1983] durchgeführt. Da-
bei werden die Anweisungen des Herstellers befolgt. Zur besseren Kontrolle der
Syntheserate wird in den Ansatz für die Erststrang-Synthese 1  l      P dCTP
(3000 Ci/mmol) pipettiert. An die Enden der cDNA werden EcoRI/NotI-Adaptoren
ligiert, um die cDNA für die Ligation in den  ZAP II Vektor vorzubereiten. Die
Ligation und die Verpackung der Phagen mit dem Gigapack III Gold (Stratage-
ne) erfolgt nach den Anweisungen des Herstellers [Stratagene, 1997]. Die Phagen
werden in POP13-Zellen vermehrt.
2.10 Nachweis von Rekombinanten durch die Fil-
ter-Hybridisierung
Zur gezielten Identifizierung rekombinanter Phagen werden die Plaques auf einen
Filter übertragen und mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisiert [Benton
and Davis, 1977]. Die positiven Plaques werden zur Vereinzelung isoliert und
noch ein zweites Mal plattiert und hybridisiert.
Herstellung von Replikafiltern Die NZ-Platten mit den rekombinanten Phagen
werden vor dem Abziehen der Filter mindestens eine Stunde bei 4 °C gelagert.
Auf die kalten Platten werden dann mit Handschuhen und mit Hilfe einer Brief-
markenpinzette die Nitrocellulose-Rundfilter (BiotTrace® NT Blotting Membran,
Gelman) luftblasenfrei aufgelegt. Nach 15 min werden die Filter wieder abgezo-
gen. Vorher jedoch markiert man die Position der Filter auf der Platte, indem man
mehrmals mit einer Kanüle asymmtrisch durch den Filter in die Platte sticht und
die Plattennummer mit einem Kopierstift auf dem Filterrand vermerkt. Die Filter
werden dann für 10 min auf Whatman 3MM Filterpapier gelegt, das mit Southern
I durchtränkt ist. Anschließend legt man sie für jeweils 10 min auf Whatman 3MM
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Filterpapier mit Southern II und mit 2x SSPE. Die Plaque-Seite muß dabei immer
oben liegen und darf nicht von den Lösungen überschwemmt werden. Anschlie-
ßend wird die denaturierte DNA durch Backen bei 80 °C (45 min) an der Membran
fixiert.
Filter-Hybridisierung Der Filter wird für eine Stunde im Wasserbad unter Schüt-
teln bei der geeigneten Hybridisierungstemperatur in Prähybridisierungslösung
inkubiert. Anschließend wird die Lösung abgegossen und durch Hybridisierungs-
lösung ersetzt. Die denaturierte Sonde (siehe 2.10.1) wird direkt in das Gefäß
hineinpipettiert. Die Hybridisierung erfolgt über Nacht. Am nächsten Tag wird
die Sonde in ein Falconröhrchen abgegossen und bei -20 °C aufbewahrt. Unspe-
zifisch gebundene Radioaktivität wird dadurch entfernt, daß der Filter dreimal
nacheinander in der Waschlösung geschwenkt wird. Die Waschlösung wird bei
diesem Vorgang immer wieder abgegossen. Dann wird der Filter zur Volumen-
erhöhung in eine große Schale gelegt und mit Waschlösung je nach Signalstärke
zweimal für 30 min gewaschen. Dabei wird die Signalstärke mit einem Szintilati-
onszähler kontrolliert. Der Filter wird anschließend zum Trocknen auf Whatman
3MM Filterpapier gelegt und dann auf ein frisches Whatmann 3MM geklebt. Um
die Orientierung zu erleichtern, klebt man zusätzlich radioaktive Punkte asym-
metrisch auf das Papier. Das Papier mit dem Filter wird mit Frischhaltefolie ab-
gedeckt und mit einem Röntgenfilm (Kodak X-OMAT AR) in eine Filmkassette
mit Verstärkerfolie gelegt. Je nach Signalstärke wird mehrere Stunden oder über
Nacht bei -80 °C exponiert.
20x SSPE 20 mM EDTA
3 M NaCl
200 mM NaH   PO  
pH-Wert 7,4 mit NaOH einstellen
Southern I 0,5 M NaOH
1,0 M NaCl
Southern II 3 M NaCl
0,5 M Tris
pH-Wert 7,5 mit HCl einstellen
Prähybridisierungslösung 6x SSPE
0,1 % SDS (w/v)
vor Gebrauch 50  g/ml 0,02 % PVP (w/v)
PolyA-DNA zugeben 0,02 % Ficoll 400 (w/v)
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Hybridisierungslösung 3x SSPE
0,1 % SDS (w/v)
vor Gebrauch 50  g/ml 0,02 % PVP (w/v)
PolyA zugeben 0,02 % Ficoll 400 (w/v)
Waschlösung 2x SSPE
0,1 %SDS
SM-Puffer 0,1 M NaCl
0,01 M MgSO   x 7 H   O
0,05 M Tris HCl pH 7,5
0,01 % Gelatinelösung
Vereinzelung von positiven Phagen Nach der Entwicklung wird der Röntgen-
film auf einen Leuchttisch gelegt und mit den aufgeklebten Rundfiltern zur Deckung
gebracht. Die Loch-Markierung und die Nummer der Filter wird mit einem Foli-
enstift auf den Film übertragen. Anschließend ordnet man den Signalen auf dem
Film die NZ-Platte zu und sticht mit einer Pasteurpipette in den Plaque, der das
Signal erzeugt hat. Der Plaque wird in 500  l SM-Puffer mit 20  l Chloroform
überführt. Nachdem die Phagen in etwa zwei Stunden aus der Agarose diffundiert
sind, wird eine 1:500 Verdünnung in SM-Puffer hergestellt. Von der Verdünnung
pipettiert man jeweils 1  l und 5  l zu 20  l POP13 Zellen und plattiert diese nach
30 min Adsorption mit Top-Agarose auf NZ-Platten. Am nächsten Tag werden auf
die Platten Nitrocellulose-Filter gelegt und die Filter nach dem oben beschriebe-
nen Protokoll ein zweites Mal mit der gleichen radioaktiven Sonde hybridisiert.
Die Filter werden auf dem entwickelten Film den Signalen zugeordnet und die
entsprechenden Plaques auf den Platten werden wieder mit einer Pasteurpipette
ausgestochen. Die Phagen werden nach dem Protokoll für die in vivo Excision
aufgearbeitet [Stratagene, 1997]. Dabei werden aus dem rekombinanten Phagen
Plasmide mit der gesuchten Insertion ausgeschleust. Die Plasmide werden dann
vermehrt und isoliert (siehe 2.7.2) und die Insertion anschließend sequenziert.
2.10.1 Radioaktive Markierung einer Oligosonde
Die Markierung der Oligosonden (40-mere) erfolgt über eine Endmarkierung mit

 
  P ATP. Die Oligosonde wird auf 10 pmol/  l mit H   O verdünnt und folgendes
zusammenpipettiert:
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Markierung 5  l 10x Kinasepuffer
1,7  l Oligosonde (10 pmol/  l
33  l H   O
10  l   P
 
  ATP (2 pmol/  l)
20 U T4-Kinase
10x Kinasepuffer 0,5 M Tris HCl pH 7,5
0.1 M MgCl  
50 mM DTT
1 mM Spermidin
1 mM EDTA pH 8,0
Der Ansatz zur Markierung wird 30 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inku-
biert und kann anschließend direkt zur Hybridisierung eingesetzt werden.
2.11 Radioaktive Sequenzierung
Die Didesoxy-Sequenzierung nach dem Verfahren von Sanger et al. [1977] beruht
auf einen Kettenabbruch, der beim Einbau eines Didesoxynukleotids während der
Synthesereaktion der DNA-Polymerase erfolgt. Da aber gleichzeitig mit ddNTPs
auch dNTP angeboten werden, kommt es statistisch gesehen nach jeder eingebau-
ten Base zu einem Kettenabbruch. Trägt man das Produkt dieser Reaktion auf ein
denaturierendes Polyacrylamidgel auf, so kann man die Sequenz der eingesetzten
DNA ablesen.
Annealing-Puffer 280 mM Tris HCl pH 7,5
100 mM MgCl  
160 mM DTT
Labelling-Mix 1,3  M dCTP
1,3  M dGTP
1,3  M dTTP
335 mM NaCl
Stop-Mix 95 % Formamid (v/v)
20 mM EDTApH 8,0
0,05 % Bromphenolblau (w/v)
0,05 % Xylencyanol FF (w/v)
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Terminationsmixe
A-Term. C-Term. G-Term. T-Term.
ddATP 6  M - - -
ddCTP - 6  M - -
ddGTP - - 8  M -
ddTTP - - - 8  M
dATP 160  M 120  M 120  M 120  M
dCTP 120  M 120  M 120  M 120  M
dGTP 120  M 120  M 120  M 120  M
dTTP 120  M 120  M 120  M 120  M
NaCl 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Anlagerung des Primers Es werden 8  l DNA (2  g) mit 2  l 2 M NaOH für
10 min denaturiert. Nach Zugabe von 3  l 3 M NaOAc pH 4,8, 7  l H   O und 60
 l Ethanol wird gut gemischt und für 15 min auf Eis gefällt. Es folgt eine Zentri-
fugation für 10 min bei 22.000 g und 8 °C . Der Überstand wird mit der Pipette
abgenommen und verworfen. Das Pellet wird mit 500  l 70 % Ethanol gewaschen
und nach dem Trocknen in 10  l H   O aufgenommen. Zur Hybridisierung werden
2  l des Primers (1 pmol/  l) und 2  l Annealing-Puffer hinzugegeben und 20 min
bei 37 °C , danach 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Sequenzreaktion Auf einer Mikrotiterplatte werden je 2,5  l der Terminations-
mixe vorgelegt. Dann werden zu den 14  l DNA aus der Hybridisierungsreaktion
3  l Labelling-Mix und 0,5  l [       S] dATP (10  C/  l) pipettiert und gut ge-
mischt. Dazu gibt man 2  l T  DNA-Polymerase (1 U/  l) und nach genau 5 min
bei Raumtemperatur werden je 4,5  l in die vorgelegten Terminationsmixe pipet-
tiert und für weitere 5 min bei 37 °C auf dem Heizblock inkubiert. Dann wird die
Synthese mit je 5  l Stop-Mix beendet. Vor dem Auftragen auf das Sequenzgel
wird der Ansatz bei 80 °C im Wasserbad denaturiert. Das Gel wird mit etwa 2  l
Probe beladen.
Alternativ dazu wurde die Sequenzierung der Plasmid-DNA von dem Qia-
gen Sequencing Service (Qiagen, Hilden) mit einer garantierten Genauigkeit von
 99,95 % durchgeführt.
Für die Sequenzierungen der Insertionen im pCR Blunt II TOPO sind die Pri-
mer M13-revers und M13-forward, für die pet-Vektoren die Primer T  -Promoter
und T  -Terminator verwendet worden.
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2.12 Subklonierung für die heterologe Expression
Die isolierten cDNAs der Targets werden zur Expression in einen Expressions-
vektor subkloniert. Dazu wird der entsprechende Abschnitt über eine PCR [Saiki
et al., 1988] amplifiziert.
Zur heterologen Expression der Gene wurden entsprechende Primer entwor-
fen, die an den Enden Schnittstellen für den Expressionsvektor enthielten, um
eine Klonierung in dem Leseraster zu gewährleisten. Zu diesem Zwecke wurden
homologe Primer mit entsprechenden Schnittstellen für die Klonierung entwor-
fen. Die PCR-Amplifikate wurden zunächst in den Vektor pCR Blunt II TOPO
kloniert und mit den jeweiligen Restriktionsenzymen in einem quantitativen An-
satz (20  g) herausgeschnitten, aufgereinigt und in den vorbereiteten pet-Vektor
ligiert.
Zur Amplifizierung der Gene wurde folgender PCR-Ansatz pipettiert:
PCR-Ansatz 0,5  l Pfx-Platinum (2,5 U  l)
1,5  l dNTP (je 10 mM)
  50  l 1  l MgSO   (50 mM)
2  l Primer forward (10 pmol/  l
2  l Primer revers (10 pmol/  l
1  l Plasmid-DNA (10 ng/  l)
5  l 10x PCR-Puffer
13  l H   O
Das jeweilige Gen wurde im Gradientencycler unter folgenden Bedingungen
amplifiziert:
PCR-Programm 5 min 95 °C
30 Zyklen: 30 s 95 °C
30 s Gradient (T  50 °C bis T 	 70 °C )
60 s 72 °C
10 min 72 °C
2.13 Aufarbeitung rekombinanter Proteine
Alle klonierten Gene wurden im pet-Expressionssystem exprimiert [Rosenberg
et al., 1987,Studier et al., 1990]. In diesem System wird die Expression des rekom-
binanten Proteins in E. coli durch Zugabe von Isopropyl-   -D-Thiogalactopyranosid
(IPTG) induziert. Die verwendeten Vektoren tragen an ihrem N-Terminus einen
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sogenannten His-Tag. Das sind sechs aufeinanderfolgende Histidinreste, die N-
terminal mit dem rekombinanten Protein fusioniert werden. Über diesen His-Tag
ist die Aufreinigung über Ni-NTA-Agarose möglich und auch die Detektion des
Proteins in einem Western Blot mit einem Antikörper gegen den N-terminalen
His-Tag.
2.13.1 Expression in E. coli
Zur Expression wird der Bakterienstamm BL21(DE3) mit dem entsprechenden
pet-Vektor transformiert und kultiviert. Übernachtkulturen werden zu Glycerin-
kulturen verarbeitet [Sambrook et al., 1989] und bei -80 °C gelagert. Mit diesen
Aliquots werden zwischen 5 ml und 250 ml LB-Medium angeimpft und bis zu ei-
ner OD   = 1 bei 37 °C auf dem Schüttler kultiviert. Danach werden die Kolben
mit der Expressionskultur für 20 min bei 18 °C unter Schütteln abgekühlt. An-
schließend wird die Expression mit 1 mM IPTG induziert und die Kolben bei die-
ser Temperatur über Nacht weitergeschüttelt. Am nächsten Tag werden die Kultu-
ren pelletiert (20 min bei 8000 g) und das Pellet direkt weiterverarbeitet oder bei
-20 °C gelagert.
2.13.2 Aufreinigung über Ni-NTA Agarose
Die Aufreinigung der Proteine erfolgt über die immobilisierte Metallchelat-Affini-
tätschromatographie [Porath et al., 1975]. Dabei macht man sich den N-terminalen
His-Tag der Proteine zunutze. Die Aufreinigung wird bei 4 °C durchgeführt.
Das Pellet einer Expressionskultur wird 25-fach konzentriert in Lysispuffer
aufgenommen (z.B. Pellet einer 250 ml Kultur in 10 ml aufnehmen). Anschlie-
ßend erfolgt im Ethanol/Eisbad ein Ultraschallaufschluß für je 40 s: einmal Stufe
4,5, zweimal Stufe 5, zweimal Stufe 5,5 und einmal Stufe 6. Zwischen den einzel-
nen Schritten liegen jeweils 30 s Pause. Die aufgeschlossenen Zellen werden bei
10.000 g für 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wird zusammen
mit Ni-NTA Agarose (Qiagen) in ein kleines Röhrchen überführt und bei 4 °C un-
ter leichtem Schwenken mit der Ni-NTA Agarose für eine Stunde resuspendiert.
Pro 1 ml Überstand werden 100  l Ni-NTA Agarose eingesetzt. Danach wird die
Suspension in eine Poly Prep Chromatography Comlumn (Biorad) überführt und
der Durchfluß aufgefangen. Die Matrix mit dem gebundenen Protein wird zwei-
mal mit Waschpuffer gewaschen (zweimal 3 ml Waschpuffer für 1 ml Matrix) und
das Protein in 4 Schritten mit Elutionspuffer (viermal 500  l bei 1 ml Matrix) von
der Ni-NTA Agarose eluiert.
In der nachfolgenden Tabelle ist die Zusammensetzung der Aufreingungspuf-
fer für die jeweiligen Enzyme aufgelistet. Lysis-, Wasch- und Elutionspuffer für
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ein Enzym unterscheiden sich nur hinsichtlich der Imidazolkonzentration.
Enzym Lysispuffer Waschpuffer Elutionspuffer
100 mM Kaliumphosphat pH 7,5
5 mM MgCl  
NAGK 20 mM Imidazol 50 mM Imidazol 250 mM Imidazol
400 mM KCl
10 mM   -Mercaptoethanol
15 % Ethylenglykol
100 mM Hepes pH 7,8 KOH
5 mM MgCl  




Tris HCl pH 9,0




Die Konzentration der aufgereinigten Proteine wird mit dem Bradford-Reagenz
bestimmt [Bradford, 1976].
2.13.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Auftrennung der aufgereinigten Proteine erfolgt in einem diskontinuierlichem
Gelsystem [Laemmli, 1970]. Es wird das NuPAGE Electrophoresis System von
Novex eingesetzt. Die Vorbereitung der Proben erfolgt nach den Anweisungen
des Herstellers mit dem LDS-Probenpuffer, verwendet werden 4-12 % Bis-Tris-
Gradientengele mit MOPS-Laufpuffer.
Die Proteingele werden mit Coomassie-Brilliant-Blau gefärbt und fixiert [Aus-
ubel et al., 1999].
2.13.4 Western-Blot
Zunächst werden die Proteine im Semi-Dry-Verfahren [Kyhse-Andersen, 1984]
auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Dazu wird die XCell II-Blottingap-
paratur mit den vom Hersteller gelieferten Lösungen und Materialien von Novex
verwendet.
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Anschließend wird die Detektion der rekombinanten Proteine nach den An-
weisungen im QIAexpress Detection and Assay Handbook durchgeführt. Als An-
tikörper gegen den His-Tag wird ein Penta-His-Antikörper (Mouse IgG1, Qiagen)
eingesetzt. An diesen ersten Antikörper bindet der zweite Antikörper, Anti-Mouse
IgG (Sigma), an den die alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Zugegebene Sub-
stratlösung für die alkalische Phosphatase (BCIP/NBT Buffered Substrate, Sigma)
erzeugt ein Signal auf der Membran. Als Positivkontrolle wird ein Marker mit auf
das Proteingel geladen, dessen einzelne Proteine ebenfalls einen His-Tag tragen
(6X His Protein Ladder, Qiagen).
2.14 Messung der Enzymaktivität
Zur Messung der Aktivität der heterolog exprimierten Enzyme wurden Aktivi-
tätstests entwickelt, die alle in 384er Microtiterplatten (MTPs) mit einem Endvo-
lumen von 100  l durchgeführt werden. Methoden, die auf der Absorption von
Licht beruhen (Photometrie) werden mit dem Spectraluor Plus (Tecan) durchge-
führt, Lumineszenzsignale (Luminometrie) werden mit der Lumibox (Eigenbau
Bayer AG) gemessen.
2.14.1 N-Acetylglutamatkinase
Die N-Acetylglutamatkinase (NAGK) katalysiert die ATP-abhängige Phosphory-
lierung von N-Acetylglutamat zu N-Acetylglutamatphosphat. Der Assay wurde
in Anlehnung an Denes [1970] und McKay and Shargool [1981] entwickelt und
läuft in zwei Schritten ab. Zuerst katalysiert die NAGK die Umsetzung von N-
Acetylglutamat. Das entstandene N-Acetylglutamatphosphat reagiert mit Hydro-
xylamin zu N-Acetylglutamat-5-hydroxylamat. Im zweiten Schritt wird das Hy-
droxylamat durch Zugabe von Eisen-III-chlorid quantifiziert, da es mit dreiwerti-
gen Ionen einen roten Farbkomplex ausbildet, der photometrisch im Bereich von
480 nm bis 530 nm messbar ist. Das Eisen-III-chlorid erzeugt in diesem Wellen-
bereich kein Signal [Lipmann and Tuttle, 1945].









Abbildung 2.1: Photometrischer Assay zur Aktivitätsbestimmung der N-Acetylglutamatkinase
(NAGK)
Lösungen für den Enzymassay:
MES-Puffer 150 mM MES pH 6,0 NaOH





N-Acetylglutamat 200 mM N-Acetylglutamat in MES-Puffer
ATP 100 mM in H   O, neutralisiert mit NaOH
Hydroxylamin 4 M NH   OH im MES-Puffer pH 6,0 NaOH
Stoplösung 100 mM FeCl
 
6 H   O in 1 M HCl
BSA 0,1 mg/ml in H   O
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Pipettierschema für 384er MTPs:
Substrat-Mix Enzym-Mix Endkonz.
N-Acetylglutamat 5  l 20 mM
ATP 5  l 10 mM
Hydroxylamin 5  l 400 mM
BSA 2  l 200 ng pro Kavität
Enzym(10 ng/  l) 5  l 50 ng pro Kavität
MES-Puffer 15  l 8  l
Es werden 5  l Prüfsubstanz vorgelegt, Substrat- und Enzym-Mix dazupipet-
tiert und der Assay für 4 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend werden 50  l Stop-
lösung hinzugegeben und die Extinktion bei 485 nm gemessen.
2.14.2 Homoserinkinase
Die Homoserinkinase katalysiert in der Threoninbiosynthese die Phosphorylie-
rung von Homoserin zu Homoserinphosphat. Die Reaktion ist ATP-abhängig. Für
dieses Enzym wurden zwei Assays etabliert.
Gekoppelter Assay
Der erste Assay ist ein gekoppelter Assay, der in drei Schritten abläuft. Zunächst
wird Homoserin unter ATP-Verbrauch zu Homoserinphosphat umgesetzt. Das ent-
standene ADP wird von der Pyruvatkinase verwendet, um Phosphoenolpyruvat in
Pyruvat umzuwandeln. Im zweiten Reaktionsschritt wird das Pyruvat durch Zuga-
be von 2,4-Dinitrophenylhydrazin quantifiziert. Es entsteht dadurch ein Hydrazon,
daß im alkalischen Milieu im dritten Schritt durch Zugabe von Kaliumhydroxid
zu einer Rotfärbung führt. Die Determinierung von Ketosäuren mit Nitrophenyl-
hydrazinen geht auf die Methode von Friedemann and Haugen [1943] zurück.
Lösungen für den gekoppelten Enzymassay:
HMKG-Puffer 100 mM Hepes pH 7,5 KOH
5 mM MgCl  
100 mM KCl
15 % Ethylenglykol
Homoserin 20 mM in H   O












Abbildung 2.2: Gekoppelter Assay zur Aktivitätsbestimmung der Homoserinkinase. HSK: Homo-
serinkinase, PK: Pyruvatkinase, KOH: Kaliumhydroxid, 2,4-DNPH: 2,4-Dinitrophenylhydrazin
Lösungen für den gekoppelten Enzymassay (Fortsetzung):
ATP 10 mM in H   O, neutralisiert mit NaOH
Phosphoenolpyruvat 10 mM in H   O
Pyruvatkinase 2 U/  l
BSA 10 mg/ml in H   O
2,4-DNPH 0,1 % in 2 M HCl
KOH 2,5 M Kaliumhydroxid
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Pipettierschema für 384er MTPs:
Reaktions-Ansatz Endkonz.
Homoserin 1,5  l 1 mM
ATP 9  l 3 mM
Phosphoenolpyruvat 6  l 2 mM
Pyruvatkinase 0,5  l 1 U pro Kavität
Enzym(50 ng/  l) 2  l 100 ng pro Kavität
HMGK-Puffer 11  l 8  l
Der Reaktions-Ansatz wird zusammenpipettiert und für 30 Minuten inkubiert.
Dann folgt eine Zugabe von 12  l 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Nach weiteren 20
Minuten wird mit 55  l Kaliumhydroxid der Farbumschlag von gelb nach rot
herbeigeführt, dessen maximale Extinktion bei 485 nm liegt.
Lumineszenz-Assay
Verfahren, bei denen die Intensität der Lichtemission zur Untersuchung von en-
zymkatalysierten Reaktionen dient, nennt man Biolumineszenz. Ein solches Ver-
fahren stellt das Luciferin-Luciferase-System dar. Die Luciferase aus Leuchtkä-
fern katalysiert die ATP-abhängige oxidative Decarboxylierung von Luciferin zu
Oxyluciferin unter gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenlänge von 560
nm [DeLuca and McElroy, 1978, Lundovkikh et al., 2000]. Das emittierte Licht
wird mit einem Luminometer gemessen.
Der zweite Assay wurde entwickelt, um einen generellen Assay für Kinasen
zu etablieren. Der Lumineszenz-Assay ist ein negativer Assay, da es nur dann
zu einem Signal kommt, wenn die Homoserinkinase gehemmt wird. Nur dann
steht im zweiten Schritt der Luciferase noch ATP zur Verfügung, mit dem sie das
Luciferin in Oxyluciferin unter Freisetzung eines Lumineszenzsignals umwandeln
kann. In Abbildung 2.3 ist der Assay schematisch dargestellt.
Lösungen für den Lumineszenzassay:
HMKG-Puffer 100 mM Hepes pH 7,5 KOH
5 mM MgCl  
100 mM KCl
15 % Ethylenglykol
Homoserin 200 mM in H   O
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2Oxyluciferin + CO + 
hν



















Ohne Hemmstoff Mit Hemmstoff
ATP wird NICHT verbrauchtATP wird verbraucht
Abbildung 2.3: Lumineszenzassay zur Aktivitätsbestimmung der Homoserinkinase. Die Quan-
tifizierung erfolgt über die abnehmende Lumineszenz bei aktiver Homserinkinase, da dann das
vorhandene ATP verbraucht wird und der Luciferase im zweiten Schritt nicht mehr zur Verfügung
steht. HSK: Homoserinkinase, LUCF: Luciferase
ATP 0,1 mM in H   O, neutralisiert mit NaOH
BSA 10 mg/ml in H   O
5x Reaktionspuffer 125 mM Tricine
25 mM MgSO
 






1,25  g/ml Rekombinante Luciferase (Photinus pyralis)
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Pipettierschema für 384er MTPs:
Substrat-Mix Enzym-Mix Endkonz.
Homoserin 5  l
ATP 0,5  l 2  M
BSA 2  l 1  g pro Kavität
Enzym(20 ng/  l) 5  l 100 ng pro Kavität
HMKG-Puffer 15  l 34,5  l
Zur Durchführung des Assays werden 5  l Prüfsubstanzen vorgelegt. Dazu
kommen 20  l Substratlösung und 25  l Enzym-Mix. Nach einer Inkubation von
45 Minuten bei 37 °C werden 50  l Luciferase-Mix hinzugegeben und sofort die
Lumineszenz bestimmt.
2.14.3 Threonindehydratase
Die Threonindehydratase katalysiert den ersten Schritt der Isoleucinbiosynthese.
Sie wandelt Threonin in 2-Oxobutyrat um. Der entwickelte Assay weist direkt das
entstandene Produkt durch Zugabe von 2,4-Dinitrophenylhydrazin nach. Wie für
den gekoppelten Assay der Homoserinkinase beschrieben, entsteht dadurch ein
Hydrazon, daß im alkalischen Milieu zu einer Rotfärbung führt [Friedemann and
Haugen, 1943].





Abbildung 2.4: Assay zur Aktivitätsbestimmung der Threonindehydratase. KOH: Kaliumhy-
droxid, 2,4-DNPH: 2,4-Dinitrophenylhydrazin, THD: Threonindehydratase
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Lösungen für den Enzymassay:
TKEDE-Puffer 150 mM Tris HCl pH 9,0
200 mM K   HPO  
0,3 mM EDTA pH 9,0
0,5 mM DTT
20 % Ethylenglykol
Threonin 50 mM in H   O
Valin 10 mM in H   O
Pyridoxal-5-phosphat 125  M in H   O
BSA 10 mg/ml in H   O
2,4-DNPH 0,1 % in 2 M HCl
KOH 2,5 M Kaliumhydroxid
Pipettierschema für 384er MTPs:
Substrat-Mix Enzym-Mix Endkonz.
Threonin 0,6  l 1 mM
L-Valin 1,3  l 0,65 mM
Pyridoxal-5-phosphat 0,6  l 3,75  M
BSA 0,6  l 6  g pro Kavität
Enzym(4 ng/  l) 5  l 20 ng pro Kavität
TKEDE-Puffer 19,4  l 12,5  l
Substrat-Mix und Enzym-Mix werden zu 5  l Prüfsubstanz pipettiert und für
30 min bei RT inkubiert. Anschließend werden 20  l 2,4-Dinitrophenylhydrazin
hinzugegeben und nach weiteren 20 min bei RT der Farbumschlag durch die Zu-
gabe von 35  l Kaliumhydroxid herbeigeführt.
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2.14.4 Der Z-Faktor
Zur Beurteilung eines HTS-Assays ist der Z-Faktor eingeführt worden [Zhang
et al., 1999]. Der Z-Faktor ist eine statistische Größe, die sich aus den Mittelwer-
ten und Standardabweichungen der Meßwerte mit und ohne Enzym bzw. mit und
ohne Hemmstoffe berechnet. In der Abbildung 2.5 ist die statistische Auswertung
eines Assays schematisch dargestellt. Zwischen der Streuung um den Mittelwert
der Kontrolle und der Streunung um den Mittelwert der Probe muß ein genügend
großes Messfenster bleiben. Nur so lassen sich Hemmstoffe im HTS-Assay ein-
deutig identifizieren. In der Formel 2.1 ist die genaue Berechnung des Z-Faktors



















Streuung um den 
Mittelwert der Probe
Streuung um den 
Mittelwert der Kontrolle
Abbildung 2.5: Berechnung des Z-Faktors zur Bewertung der Assayqualität.   : Mittelwert der










Ein idealer Assay hat einen Z-Faktor, der um 1 liegt. Zwischen 1 und 0,5 sind
Assays gut durchführbar. Sinkt der Z-Faktor unter 0,5 ab, so wird der Trennbe-
reich zwischen Kontrolle und Probe zu klein. Es ist keine klare Unterscheidung
zwischen ungehemmter und gehemmter Enzymaktivität mehr möglich.
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2.15 Methoden der Bioinformatik
2.15.1 Sequenzanalyse
Zur Sequenzanalyse wurde das Wisconsin Package, Version 10, von der Genetics
Computer Group verwendet [Devereux et al., 1984]. Es enthält unter anderem
Programme zum Einlesen und Editieren von Sequenzen, zur Translation der DNA-
Sequenz in die Proteinsequenz und zur Berechnung von Molekulargewichten.
2.15.2 Datenbankvergleich
Für die Suche nach homologen Sequenzen in Sequenz-Datenbanken wurde Gapped-
BLAST (Basic local alignment tool) am NCBI (Web-Interface) oder als Standalone-
Software vom NCBI verwendet [Altschul et al., 1990, Altschul et al., 1997]. Das
Softwarepaket enthält u. a. das Programm formatdb, mit dem man eine eigene Da-
tenbank erstellen kann und blastall, mit dem Sequenzen gegen diese Datenbank
geschickt werden können.
2.15.3 Multiple Alignments
Voraussetzung für die phylogenetische Analyse der Sequenzen ist die Berechnung
eines multiplen Alignments. Dazu wird ClustalW [Higgins and Gibson, 1994] ein-
gesetzt, das ein multiples Alignment über einen Neighbor-joining-Baum [Saitou
and Nei, 1987] berechnet. Zur Berechnung des multiplen Alignments werden die
entsprechenden Sequenzen im Fasta-Format in einer Datei abgespeichert. Im fol-
genden ist ein Beipiel für eine solche Datei gezeigt.
Fasta-Format: Beispiel für eine Datei im Fasta-Format.
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Nach der Berechnung des multiplen Alignments mit ClustalW erhält man ein sol-
ches Bild:
















Modifizierung des multiplen Alignments
Für die phylogenetische Analyse werden die multiplen Alignments, die mit dem
Programm ClustalW erzeugt wurden, modifiziert. Als erstes wird mit dem Pro-
gramm clus2mol das ClustalW-Format in das Molphy-Format umgewandelt.
Im zweiten Schritt werden mit dem Programm rmindel alle Spalten in dem Ali-
gnment gelöscht, die mindestens einen Gap (also eine Lücke) enthalten. So blei-
ben nur diejenigen Positionen im Alignment erhalten, die auch eine Information
in Form einer Aminosäure tragen. Dadurch wird die Rechenzeit der anschließen-
den phylogenetische Analyse erheblich beschleunigt. Clus2mol und rmsindel sind
ein Bestandteil des Molphy-Pakets [Adachi and Hasegawa, 1992].
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Nach der Berechnung und Modifizierung des multiplen Alignments wird es für die
phylogenetische Analyse mit dem Molphy-Paket [Adachi and Hasegawa, 1992]
eingesetzt. Mit diesem Paket lassen sich Bäume nach dem Maximum-Likelihood-
Prinzip berechnen [Felsenstein, 1981, Huelsenbeck, 1995]. Ziel dieser Methode
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ist es, den Baum zu finden, der am wahrscheinlichsten die Verwandtschaft der un-
tersuchten Sequenzen wiedergibt. Für das modifizierte Alignment wird dazu im
ersten Schritt eine Distanzmatrix unter Verwendung der JTT-Matrix berechnet [Jo-
nes et al., 1992]. Aus der Distanzmatrix wird ein Neighbor-joining-Baum erzeugt,
dessen Topologie Ausgangspunkt für die anschließende Topologie-Suche mit ei-
nem Maximum-Likelihood Optimierungskriterium ist. Dazu wird protml (aus dem
Molphy-Paket) eingesetzt. Das Programm führt kein Bootstrapping [Felsenstein,
1985] durch, sondern schätzt mit der sogenannten RELL-Methode (resampling of
estimated log-likelihood) einen Wert für 1000 Replikationen ab [Hasegawa and
Kishino, 1994].
2.15.5 PERL und MySQL
Eine Datenbank ist eine Sammlung von Daten. Mit Hilfe eines DBMS (Data Ba-
se Management System) kann man auf große Datenmengen zugreifen und die-
se verwalten. Als Datenbank wird MySQL [Codd, 1970] benutzt, da mit MyS-
QL ein gutes Verhältnis zwischen Leistungsfähigkeit und leichter Bedienbarkeit
erreicht werden kann. MySQL ist ein relationales Datenbankmanagementsystem
(RDBMS), mit dem man auf die Daten in einer relationalen Datenbank zugreifen
kann. Für das Anlegen der notwendigen Tabellen, die Abfrage und das Verändern
der Daten wird die Structured Query Language (SQL) verwendet.
Die in dieser Arbeit erstellte MySQL-Datenbank wird mit phpMyAdmin ver-
waltet, ein Administrationstool für Datenbanken, das unter anderem den Inhalt der
Datenbank in Tabellenform in einem Webbrowser darstellt und auch Abfragen und
Veränderungen ermöglicht. PhpMyAdmin kommuniziert mit der Datenbank über
einen Webserver.
Programme, die die direkte Verarbeitung der Daten ermöglichen, werden in
Form von Perl-Skripten programmiert. Dadurch wird die automatische Verarbei-
tung der Daten mit entsprechendem Datendurchsatz vor allem beim Vergleich
mit anderen Datenbanken ermöglicht. Perl (Practical Extraction and Report Lan-
guage) wurde von Larry Wall entwickelt [Wall and Schwartz, 2001] und ist eine
Skriptsprache. Derartige Programmiersprachen werden nicht kompiliert und da-
mit zur Laufzeit ausgeführt. Dies geschieht mit Hilfe eines Perl-Interpreters.
2.15.6 Automatische phylogenetische Analyse
In der Abbidlung 2.6 ist die Vorgehensweise für die automatische Analyse sche-
matisch dargestellt.









Datenbank aus den 
Auswahl der Sequenzen aus Arabidopsis
Auswahl der pflanzlichen Enzyme 
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur automatischen phylogeneti-
schen Analyse.
Auswahl der Enzyme Zu Beginn der Analyse wurden alle bekannten Enyzme
aus der Aminosäuresynthese bei Pflanzen zusammengestellt und in eine MySQL-
Datenbank eingetragen. Dazu wurden unter anderem in folgenden Datenbanken
recherchiert:
• Literaturdatenbank PubMed am NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed
• ENZYME Enzyme nomenclature database
http://www.expasy.ch/enzyme/
• HORT640C - Metabolic Plant Physiology Course am Department of Horticulture
and Landscape
http://www.hort.purdue.edu/rhodcv/hort640c/enzymes/enzymes.htm
Material und Methoden 63
• KEGG Metabolic Pathways
http://www.genome.ad.jp/kegg/metabolism.html
• Pfam: Protein families database of alignments and HMMs
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
• LIGAND, Database for enzymes, compounds, and reactions
http://www.genome.ad.jp/dbget/ligand.html
• EcoCyC database, Pathway Tools Query Page
http://ecocyc.org:1555/server.html?
• Introduction to Amino Acid Metabolism
http://web.indstate.edu/thcme/mwking/amino-acid-metabolism.html
• Clusters of Orthologous Groups of proteins (COGs) am NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/COG/palox?fun=E




Auswahl der Gene Anschließend wurden in einer Datenbankrecherche alle zu-
gehörigen Gene zu den ausgewählten pflanzlichen Enzymen herausgesucht und
ebenfalls in die MySQL-Datenbank eingetragen.
Auswahl der Genome Für die Analyse der pflanzlichen Enzyme wurden nur
komplett sequenzierte Genom ausgewählt (siehe Tabelle 2.1). Die Proteinsequen-
zen der vollständig sequenzierten Genome stammen entweder von der Proteom-
Datenbank des European Bioinformatics Institute (EBI, Cambridge, UK) oder
aber aus der Genom-Datenbank des National Center for Biotechnology Informati-
on (NCBI, Maryland, USA). Es wurden alle komplett sequenzierten Eubakterien
und Archaebakterien ausgewählt sowie vier eukaryotische Genome (Homo sapi-
ens, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae und Drosophila melano-
gaster). Dazu kommen alle verfügbaren, sequenzierten Plastidengenome und das
mitochondriale Genom des Protisten Reclinomonas americana.
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Organismus Datenquelle Anzahl der Proteine Taxonomie
Aeropyrum pernix Proteom, EBI 2699 Archaebakt.
Archaeoglobus fulgidus Proteom, EBI 2400 Archaebakt.
Halobacterium sp.(Stamm NRC-1) Proteom, EBI 2425 Archaebakt.
Methanococcus jannaschii Proteom, EBI 1638 Archaebakt.
Methanobacterium thermoautotrophicum Proteom, EBI 1869 Archaebakt.
Pyrococcus abyssi Proteom, EBI 1765 Archaebakt.
Pyrococcus horikoshii Proteom, EBI 2066 Archaebakt.
Sulfolobus solfataricus Genom, NCBI 2977 Archaebakt.
Thermoplasma acidophilum Proteom, EBI 1479 Archaebakt.
Thermoplasma volcanium Genom, NCBI 1526 Archaebakt.
Aquifex aeolicus Proteom, EBI 1550 Eubakt.
Bacillus halodurans Proteom, EBI 4008 Eubakt.
Bacillus subtilis Proteom, EBI 4099 Eubakt.
Borrelia burgdorferi Proteom, EBI 1251 Eubakt.
Buchnera aphidicola Proteom, EBI 573 Eubakt.
Campylobacter jejuni Proteom, EBI 1613 Eubakt.
Caulobacter crescentus Proteom, EBI 3718 Eubakt.
Chlamydia muridarum Proteom, EBI 919 Eubakt.
Chlamydia pneumoniae Stamm AR39 Proteom, EBI 1110 Eubakt.
Chlamydia pneumoniae Stamm CWL029 Proteom, EBI 1052 Eubakt.
Chlamydia pneumoniae Stamm J138 Proteom, EBI 1069 Eubakt.
Chlamydia trachomatis Proteom, EBI 895 Eubakt.
Clostridium acetobutylicum ATCC824 Genom, NCBI 3672 Eubakt.
Deinococcus radiodurans Proteom, EBI 3084 Eubakt.
Escherichia coli Stamm K12 Proteom, EBI 4364 Eubakt.
Escherichia coli O157:H7 Genom, NCBI 5361 Eubakt.
Haemophilus influenzae Proteom, EBI 1495 Eubakt.
Helicobacter pylori Stamm 26695 Proteom, EBI 1555 Eubakt.
Helicobacter pylori Stamm J99 Proteom, EBI 1488 Eubakt.
Lactococcus lactis (subsp. lactis) Proteom, EBI 2224 Eubakt.
Mesorhizobium loti Genom, NCBI 6752 Eubakt.
Mycobacterium leprae Proteom, EBI 1591 Eubakt.
Mycobacterium tuberculosis H37Rv Proteom, EBI 3747 Eubakt.
Mycoplasma genitalium Proteom, EBI 460 Eubakt.
Mycoplasma pneumoniae Proteom, EBI 687 Eubakt.
Mycoplasma pulmonis Genom, NCBI 782 Eubakt.
Neisseria meningitidis (serogroup A) Proteom, EBI 2039 Eubakt.
Neisseria meningitidis (serogroup B) Proteom, EBI 1967 Eubakt.
Pasteurella multocida Proteom, EBI 2015 Eubakt.
Pseudomonas aeruginosa Proteom, EBI 5556 Eubakt.
Rickettsia prowazekii Proteom, EBI 834 Eubakt.
Sinorhizobium melilotip SymA Genom, NCBI 1294 Eubakt.
Sinorhizobium meliloti chromosome Genom, NCBI 3341 Eubakt.
Staphylococcus aureus Stamm N315 Proteom, EBI 2617 Eubakt.
Streptococcus pneumoniae Genom, NCBI 2094 Eubakt.
Streptococcus pyrogenes Proteom, EBI 1690 Eubakt.
Synechocystis sp. (Stamm PCC 6803) Proteom, EBI 2796 Eubakt.
Thermotoga maritima Proteom, EBI 1851 Eubakt.
Treponema pallidum Proteom, EBI 1029 Eubakt.
Ureaplasma parvum Proteom, EBI 611 Eubakt.
Vibrio cholerae Proteom, EBI 3785 Eubakt.
Xylella fastidiosa Proteom, EBI 2774 Eubakt.
Arabidopsis thaliana Proteom, EBI 25851 Eukaryot
Forstetzung auf der nächsten Seite
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Organismus Datenquelle Anzahl der Proteine Organell
Caenorhabditis elegans Proteom, EBI 19387 Eukaryot
Drosophila melanogaster Proteom, EBI 13841 Eukaryot
Homo sapiens Proteom, EBI 20142 Eukaryot
Saccharomyces cerevisiae Proteom, EBI 6213 Eukaryot
Organismus Datenquelle Anzahl der Proteine Organell
Astasia longa Genom, NCBI 46 Chloroplast
Chlorella vulgaris Genom, NCBI 174 Chloroplast
Cyanidium caldarium Genom, NCBI 197 Chloroplast
Cyanophora paradoxa Genom, NCBI 149 Chloroplast
Epifagus virginiana Genom, NCBI 25 Chloroplast
Euglena gracilis Genom, NCBI 66 Chloroplast
Guillardia theta Genom, NCBI 147 Chloroplast
Lotus japonicus Genom, NCBI 83 Chloroplast
Marchantia polymorpha Genom, NCBI 89 Chloroplast
Mesostigma viride Genom, NCBI 105 Chloroplast
Nephroselmis olivacea Genom, NCBI 155 Chloroplast
Nicotiana tabacum Genom, NCBI 101 Chloroplast
Odontella sinensis Genom, NCBI 140 Chloroplast
Oenothera elata subsp. hookeri Genom, NCBI 118 Chloroplast
Oryza sativa Genom, NCBI 108 Chloroplast
Pinus thunbergii Genom, NCBI 160 Chloroplast
Porphyra purpurea Genom, NCBI 209 Chloroplast
Toxoplasma gondii Genom, NCBI 26 Chloroplast
Triticum aestivum Genom, NCBI 84 Chloroplast
Zea mays Genom, NCBI 111 Chloroplast
Reclinomonas americana Genom, NCBI 67 Mitochondrion
Tabelle 2.1: Liste aller verwendeten Spezies mit der dazugehörigen Datenquelle und der ANzahl
der im Genom identifizierten Proteine
Insgesamt wurden 79 Genome zur Datenanalyse eingesetzt. Davon stammen
10 aus Archaebakterien, 42 aus Eubakterien und 5 aus Eukaryoten. Hinzu kom-
men 22 Organellengenome (21 Plastiden und ein Mitochondrion). Um die Her-
kunft der Datensätze eindeutig zu identifizieren, wird mit Hilfe eines Perl-Programms
(add_species_name.pl) hinter jede einzelne Sequenz der Speziesname ge-
schrieben. Der gesamte Datensatz besteht aus 203.965 Proteinen, die alle in eine
Datei geschrieben wurden. Aus dieser Datei wird mit formatdb aus dem BLAST-
Softwarepaket (siehe Kapitel 2.15.2) eine Datenbank für BLAST erstellt. Es wur-
de formatdb mit folgenden Optionen verwendet:
formatdb -i all.fasta -t all_proteomes -p T -o T
Optionen:
-i Inputfile
-t title for database
-p type of file (protein TRUE)
-o T parse options, creates index
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Suche nach homologen Sequenzen: BLAST Für den automatischen Sequenz-
vergleich aller ausgewählten Gene aus Arabidopsis wurde das Programm extract
_seq_from_MySQL_and_Blast.pl geschrieben, das die Sequenzen einzeln aus der
MySQL-Datenbank herausholt und einen Vergleich durchführt. Das Ergebnis wird
in eine Datei geschrieben, die nach der Accessionnummer des Gens benannt wird.
In dem Programm wird folgender Aufruf für den Sequenzvergleich verwendet:
blastall -M BLOSUM62 -p blastp -d all.tfa -F T







-o Blast Report Output File
Jede Ergebnisdatei aus der Homologiesuche wird nach Accessionnummer der
Treffersequenz, der Länge des Treffers (Length), dem Score, dem E-Wert (Ex-
pect), der Identität (Identity) und der Ähnlichkeit (Positives) durchsucht und das
Ergebnis in eine neue Datei geschrieben. Diese Tabelle wird per Hand kontrolliert.
Falsche positive Treffer werden gelöscht. Dazu gehören z. B. ähnliche Sequenzen
eines anderen pflanzlichen Enzyms. Anschließend wird die Spalte mit den Ac-
cessionnummern der Treffer aus der Tabelle extrahiert und in eine neue Datei
geschrieben.
Das Programm get_seq_from_hits.pl liest diese Datei ein und extra-
hiert automatisch alle Treffersequenzen aus dem Datensatz der Genome. Die Tref-
fer werden dabei automatisch einzeln in einer Datei im Fasta-Format gespeichert.
Erstellen des multiplen Alignments Alle einzelnen Treffer im Fasta-Format
werden für jedes Gen aus Arabidopsis in eine große Datei geschrieben (create
_tfa_file.pl). Anschließend wird diese Datei an ClustalW übergeben und
ein multiples Alignment berechnet (compare_data.pl). Es werden die Vor-
einstellungen von ClustalW nicht verändert, die Ausgabe des multiplen Alignments
erfolgt im ClustalW-Format. In dem Perl-Programm wird das Programm folgen-
dermaßen aufgerufen:
clustalw ALIGN -INFILE=test.tfa
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Berechnung des ML-Baumes Folgende Schritte wurden zur Berechnung des
ML-Baumes von dem Programm make_tree.pl automatisch für jedes Ali-
gnment durchgeführt:
1. *.aln in infile kopieren
Beispiel: cp AB1234.aln infile
2. Umwandeln in Molphy-Format: clus2mol
Beispiel: clus2mol.pl infile   infile.new
3. Insertionen/Deletionen loeschen: rminsdel
Beispiel: rminsdel.pl infile.new   infile.cut
cp infile.cut infile
4. Distanz berechnen
Beispiel: protml -fD infile   infile.dis
5. NJ-Baum erzeugen
Beispiel: njdist -t infile infile.dis   infile.nj
6. Topologie-Suche mit Maximum-Likelihood Kriterium
Beispiel: protml -fR infile infile.tpl   infile.ml
7. Dateien sichern (Beipiel):
cp infile.dis AB1234.aln.infile.dis (Distanzmatrix)
cp infile.ml AB1234.aln.infile.ml (ML-Ausgabedatei)
cp infile.nj AB1234.aln.infile.nj (NJ-Ausgabedatei)
cp infile.tpl AB1234.aln.infile.tpl (NJ-Topologie)
cp njdist.eps AB1234.aln.infile.eps (NJ-Topologie im PS-Format)
cp protml.eps AB1234.aln.protml.eps (ML-Topologie im PS-Format)
cp protml.tpl AB1234.aln.protml.tpl (ML-Topologie)
cp protml.tre AB1234.aln.protml.tre (ML-Topologie mit Astlängen)
In der Datei protml.eps befindet sich der berechnete Baum im Postscript-
format. An den Ästen stehen jeweils die Accessionnummern der Spezies, diese
werden mit den Speziesnamen von dem Programm prettify_tree.pl er-
gänzt, um den Baum einfacher lesbar zu machen. Ein Bespiel für einen ungewur-
zelten Baum zeigt die Abbildung 2.7.
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T04724.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Escherichia coli O157:H7 escco2_54

















Abbildung 2.7: Beispiel für einen ungewurzelten, phylogenetischen Baum. Die Äste wurden mit
den Speziesnamen beschriftet, an den Knoten stehen die dazugehörigen Bootstrapwerte.
3Ergebnisse
3.1 Klonierung der Gene
3.1.1 Homoserinkinase, Threoninsynthase und Threonindehy-
dratase
Die Gene für die drei Enzyme Homsoserinkinase (HSK), Threonindehydratase
(THD) und Threoninsynthase (THS) wurden parallel kloniert und werden daher
hier gemeinsam beschrieben.
Für die Klonierung der Gene wurde zunächst eine cDNA-Bank aus den Blät-
tern von Arabidopsis thaliana hergestellt. Der Titer der Bank lag bei 4 x 10   pfu,
die Insertionsrate bei 80 %.
Zur Hybridisierung wurden für jedes Gen Oligosonden (40-mere) entworfen,
die aus der entsprechenden Nukleotidsequenz der Gene stammt. Für die Sonden
wurde ein Abschnitt im N-terminalen Bereich des Gens gewählt, um die Wahr-
scheinlichkeit für einen vollständigen Klon zu erhöhen. Die Sonden für die jewei-
ligen Enzyme sind im Anhang aufgeführt (siehe Anhang B.1).
Für die Hybridisierung wurden jeweils 40 Platten mit je 4000 Rekombinanten
ausplattiert und auf Nitrocellulosefilter übertragen. Die Hybridisierung mit der
radioaktiv markierten Oligosonde erfolgte bei 60 °C über Nacht. Am nächsten
Tag wurde für eine Stunde mit 1 l Waschlösung gewaschen und die Filter über
Nacht exponiert. Es zeigten sich auf den Filtern für die HSK 4 Signale, für THD
7 Signale und für die THS ebenfalls 7 Signale.
Nach der Vereinzelung wurde ein Signal der HSK bestätigt, vier Signale der
THD und sechs Signale der THS. Die entsprechenden Plaques wurden gepickt
und über in vivo Excision die rekombianten Plasmide (im pBluescript SK-) aus-
geschleust. Die erhaltenen Klone wurden doppelsträngig radioaktiv sequenziert.





Die Klonierung der N-Acetylglutamatkinase wurde in einem ersten Ansatz über
eine heterologe Hybridisierung versucht. Dazu wurde freundlicherweise von Prof.
W. Martin das Gen für die N-Acetylglutamatkinase aus Oryza sativa zur Verfü-
gung gestellt. Leider konnten auf diese Weise nur unvollständige Klone in der
cDNA-Bank gefunden werden.
Da im Rahmen der Genomprojekte in der Zwischenzeit die Sequenz der N-
Acetylglutamtakinase aus Arabidopsis thalina veröffentlicht wurde und in dem
Gen keine Introns enthalten sind, wurde in einem zweiten Ansatz das Gen über
die PCR mit homologen Primern aus genomischer DNA (freundlicherweise von
Dr. S. Schäfer zur Verfügung gestellt) amplifiziert. Das PCR-Amplifikat wurde
in den Vektor pCRBlunt II TOPO kloniert. Durch doppelsträngige Sequenzierung
wurde die Identität der Insertion bestätigt.
3.2 Expression der Enzyme in E. coli
Zur Expression der Enzyme wurden alle Gene in Vektoren des pet-Expressions-
systems kloniert. Infolgedessen tragen die Proteine alle am N-Terminus einen
sechsfachen Histidinrest (kurz His-Tag). Es wurden homologe Primer mit entspre-
chenden Schnittstellen für die Klonierung entworfen (siehe Anhang B.2.2). Die
PCR-Amplifikate wurden in pCRBlunt II TOPO kloniert, mit den jeweiligen Re-
striktionsenzymen in einem quantitativen Ansatz herausgeschnitten, aufgereinigt
und in den vorbereiteten pet-Vektor ligiert.
3.2.1 Expression mit und ohne Transitpeptid
Für die Expression der Enzyme HSK, THD und THS wurden zwei Konstrukte
in den pet-Vektor kloniert. Je ein Konstrukt enthielt das Gen in voller Länge und
eines wurde am N-terminalen Bereich um das Signalpeptid gekürzt. Die NAGK
wurde nur ohne Signalpeptid exprimiert. Zur Ermittlung des Signalpeptides wurde
mit allen anderen bekannten Sequenzen ein multiples Alignment erstellt.
Anfangsbereich des multiplen Alignments für die NAGK In der Sequenz aus
Arabidopsis ist der Teil des Gens unterstrichen (62 Aminosäuren), der bei der
Klonierung ohne Transitpeptid nicht berücksichtigt worden ist. Aus Platzgründen
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Anfangsbereich des multiplen Alignments für die HSK In der pflanzlichen
Sequenz ist der Teil des Gens unterstrichen (45 Aminosäuren), der bei der Klo-



























Anfangsbereich des multiplen Alignments für die THD Aus Platzgründen
wurde der vordere Teil des multiplen Alignments gekürzt. In der restlichen Se-
quenz ist der Teil des Gens unterstrichen (91 Aminosäuren), der bei der Klonie-














Anfangsbereich des multiplen Alignments für die THS Auch in diesem ge-


















Alle vier Enzyme konnten im pet-Expressionssystem erfolgreich exprimiert
werden. Die Expression der Threoninsynthase wurde jedoch nicht weiterverfolgt,
da es für einen Aktivitätsassay kein Substrat zur Verfügung stand und eine chemi-
sche Synthese des Substrates auch erfolglos blieb.
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Proteinausbeute
Aus Gründen der Aktiviät und der Ausbeute in Vorversuchen wurde die HSK
nur ohne Transitpeptid und die THD nur mit Transitpeptid für einen HTS-Assay
optimiert. Alle drei Proteine wurden entsprechend den Angaben in Kapitel 2.13
über den N-terminalen His-Tag aufgereinigt. Dabei ergaben sich bei der NAGK 40
mg aktives Enzym pro Liter Expressionskultur, bei der THD 10 mg und bei der
HSK 5 mg. Die drei folgenden Abbildungen zeigen die aufgereinigten Proteine













FTM P E3E2E1W2W1 W3 MP FT W1 W2 E1 E2 E3
Abbildung 3.1: Aufreinigung der NAGK (links) und der HSK (rechts), gezeigt ist ein Western-
Blot. P: Pellet nach dem Aufschluß der Zellen, FT: Durchfluß nach dem Batch an Ni-NTA, W1:
erste Waschfraktion, W2: zweite Waschfraktion, E1: erste Elution, E2: zweite Elution, E3: dritte








Abbildung 3.2: Aufreinigung der THD, gezeigt ist ein Western-Blot. P: Pellet nach dem Auf-
schluß der Zellen, FT: Durchfluß nach dem Batch an Ni-NTA, W1: erste Waschfraktion, W2:
zweite Waschfraktion, E1: erste Elution, E2: zweite Elution, E3: dritte Elution, M: 6x His Protein
Ladder (Qiagen)
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3.3 Entwicklung eines HTS-fähigen Assays
3.3.1 Die N-Acetylglutmatkinase
Die Aktivität der N-Acetylglutamatkinase wurde mit einem photometrischen As-
say bestimmt, der auf der Bildung eines Hydrazons beruht [Lipmann and Tutt-
le, 1945]. In Vorversuchen wurde zunächst der optimale Messbereich bestimmt,
in dem die Differenz zwischen der Extinktion ohne und mit Enzym ausreichend
groß ist. Dabei ergab sich ein breites Fenster von 480 nm bis 530 nm. Alle wei-
teren Messungen fanden bei 485 nm statt. Die spezifische Aktivität der NAGK
beträgt 10 U/mg Protein bei 37 °C.
Zur Optimierung des Assays wurden die K  -Werte für den Cofaktors ATP
und das Substrat N-Acetylglutamat ermittelt. Für das Substrat wurde Konzentra-
tion von 1  M bis 100 mM getestet und für den Cofaktor von 1  M bis 50 mM.
In der Abbildung 3.3 sind die Ergebnisse zu sehen. Der K  -Wert liegt für N-
Acetylglutamat bei 7 mM und für ATP bei 1 mM. Die Berechnung des K  -Wertes

























































Abbildung 3.3: Bestimmung des K   -Wertes für N-Acetylglutamat (links) und ATP (rechts). Auf-
getragen ist die Extinktion gegen den Logarithmus der Konzentration.
Für die Phosphorylierungsreaktion von Kinasen, die unter ATP-Verbrauch ab-
laufen, werden zweiwertige Ionen benötigt, da die aktive Form des ATPs als Kom-
plex mit diesen vorliegt. Für die Kinasereaktion der HSK wird Magnesium in den
Puffer gegeben. Zur Bestimmung der optimalen Magnesiumkonzentration wurde
die Enzymaktivität bei Magnesiumkonzentrationen von 0 mM bis 30 mM gemes-
sen (siehe Abbildung 3.4). Das Enzym wird durch Zugabe von Magnesium zu-
nächst aktiviert. Wird die Konzentration zu hoch (> 5mM) wirkt das Magnesium
allerdings hemmend.
Eine Erhöhung der Temperatur wirkt sich aktivitätssteigernd auf die NAGK
aus. Wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist, verdoppelt sich die Aktivität bei einer
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Abbildung 3.4: Abhängigkeit der Enzymaktivität von Magnesiumkonzentration (links)und Tem-
peratur (rechts)
Ein wichtiger Punkt bei der Etablierung eines Enzymassays für ein Hoch-
durchsatzscreening (HTS) ist die DMSO-Toleranz des Enzyms, da die Testsub-
stanzen im HTS-Assay in DMSO verdünnt vorliegen. Zur Messung der DMSO-
Toleranz wurden DMSO-Konzentrationen von 0,1 % bis 5 % getestet. Das Ergeb-
nis zeigt Abbildung 3.5. Die Aktivität der NAGK wird vom DMSO kaum beein-
trächtigt.
Abschließend wurde der Einfluß von Arginin auf die Aktivität der N-Acetyl-
glutamatkinase gemessen, da das Enzym in dem Biosyntheseweg dieser Amino-
säure eine Rolle spielt. Es wurden Argininkonzentrationen von 1  M bis 25 mM
getestet. In geringen Konzentrationen wirkt Arginin aktivierend, bei einer höheren




























Abbildung 3.5: Bestimmung der DMSO-Toleranz der NAGK (links) und Hemmung der Enyz-
maktivität durch Arginin (rechts).
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3.3.2 Homoserinkinase
Die Homoserinkinase wurde in zwei Assays auf ihre Aktivität hin untersucht.
Der erste Assay ist ein gekoppelter, photometrischer Assay und der zweite ein
luminometrischer Assay (siehe Kapitel 2.14.2).
Gekoppelter Assay
Messungen mit diesem Assay sind im Bereich von 480 nm bis 550 nm möglich,
für die weiteren Messungen wurde eine Wellenlänge von 492 nm gewählt. Es
wurde zunächst die Homoserinkinase (HSK) mit und ohne N-terminalem Transit-
peptid exprimiert und aufgereinigt. Aktivitätstests mit beiden Enzymen zeigten,
daß das Enzym ohne Transitpeptid eine wesentlich höhere Aktivität hat (8 U/mg








































































Abbildung 3.6: Bestimmung des K   -Wertes für Homoserin (links) und ATP (rechts). Aufgetragen
ist die Extinktion gegen den Logarithmus der Konzentration.
Zur Bestimmung der K  -Werte wurden Substratkonzentrationen zwischen 1  M
und 1 mM getestet und ATP-Konzentrationen von 1  M bis 10 mM. In der Ab-
bildung 3.6 ist das Ergebnis der Messungen zu sehen. Für Homoserin liegt der
K  -Wert bei 113  M und für ATP bei 52  M.
Zur Optimierung des Assays wurde desweiteren der Einfluß verschiedener
Magnesiumkonzentrationen (von 0 mM bis 100 mM) gemessen. Die Abbildung
3.7 zeigt das Ergebnis. Es ist eine deutliche Aktivitätssteigerung bis 5 mM Ma-
gnesium zu sehen, danach sinkt sie ein wenig ab.
In der Abbildung 3.7 ist die Toleranz der HSK gegenüber DMSO zu sehen.
Der Aktivität wird von DMSO-Konzentrationen bis zu 3 % nicht beeinflußt. Hö-





























Abbildung 3.7: Einfluß verschiedener Konzentrationen Magnesium (links) und DMSO (rechts)
auf die Aktivität der NAGK.
Im allgemeinen wird Glycerin und Ethylenglykol zur Stabilisierung von auf-
gereinigten Enzymen verwendet. Bei der HSK ist in Abhängigkeit von der Wahl
des Stabilisators ein großer Unterschied in der Aktivität zu sehen. Die HSK ist ak-
tiv, wenn Ethylenglakol im Reaktionspuffer ist. Die Aktivität ist jedoch wesentlich
höher mit Glycerin im Assay (siehe Abbildung 3.8).
Da die Homoserinkinase in der Biosynthese der Aspartatfamilie eine Rolle
spielt, wurde der Einfluß der in diesem Weg gebildeten Aminosäuren getestet.
Weder Isoleucin noch Methionin und Threonin üben einen hemmenden Einfluß




































































Abbildung 3.8: Einfluß von Glycerin (rote Kurve) und Ethylenglykol (grüne Kurve) auf die Akti-
vität der NAGK (links) und von verschiedenen Aminosäuren (rechts): rote Kurve: Threonin, Grüne
Kurve: Methionin, Blaue Kurve: Isoleucin .
Lumineszenz-Assay
Neben dem gekoppelten Assay wurde ein weiterer Assay für die HSK etabliert.
Der Lumineszenzassay ist eine Alternative zum gekoppelten Assay und wurde
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als ein vielfach verwendbarer Assay für Aktivitätsmessungen von Kinasen ent-
wickelt. Der Assay ist relativ sensitiv und benötigt geringere Chemikalienkonzen-
trationen als der gekoppelte Assay.
Es wurde für diesen Assay ebenfalls der K

-Wert des Homoserins bestimmt,
der bei 39  M liegt (siehe Abbildung 3.9). Aufgrund der Sensitivität des Assays
konnte kein K  -Wert für ATP bestimmt werden, sondern nur der Bereich, im
dem gemessen werden muß, um eine Signaldifferenz zu messen ist. Dies ist in
der Abbildung 3.9 zu sehen. Gemesen wurde der Assay jeweils mit und ohne
Substrat (Homoserin). Ist Homoserin vorhanden, kann es von der HSK unter ATP-
Verbrauch phosphoryliert werden. Das Lumineszenzsignal ist schwach, weil für
die Luciferase kein ATP übrig bleibt. Ist kein Homoserin im Ansatz, so wird das
ATP von der HSK nicht verbraucht und steht der Luciferase zur Verfügung. Es
kommt zu einem Lumineszenzsignal. Die Abbildung 3.9 verdeutlicht, daß nur in



































0 2 4 6 8 10 12
ATP [µM]
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Abbildung 3.9: Bestimmung des K   -Wertes für Homoserin (links) und der optimalen ATP-
Konzentration im Lumineszenzassay (rechts). Dazu wurde die Lumineszenz mit und ohne Ho-
moserin im Ansatz gemessen. Ohne Homoserin (rechtes Bild, rote Kurve) steht der Luciferase das
gesamte eingesetzte ATP zur Verfügung, mit Homoserin wird das ATP von der HSK verbraucht
(rechtes Bild, blaue Kurve). Die grünee Kurve zeigt die Signaldifferenz der beiden Messungen an.
Nicht nur die Homoserinkinase, sondern auch die Luciferase darf sich nicht
durch DMSO hemmen lassen. Daher wurde auch für dieses Enzym der Einfluß
von DMSO ermittelt. Das Ergebnis der Messung ist in Abbildung 3.10 zu se-
hen. Offensichtlich wirken sich geringe DMSO-Konzentration sogar aktivitäts-
steigernd auf die Luciferase auf.
Eine Voraussetzung für einen HTS-Assay ist die Stabilität des Enzyms und
aller Lösungen über mehrere Stunden. Hier zeigte sich, daß BSA einen stabilisie-













































Abbildung 3.10: DMSO-Toleranz der Luciferase (links). Stabilisierung der HSK durch BSA
(rechts), aufgetragen ist der Z-Faktor gegen die BSA-Menge nach 18 h.
vorhanden. Setzt man mindestens 500 ng BSA pro Kavität in einer Microtiterplat-
te ein, so ist der Z-Faktor durchaus zufriedenstellend (siehe Abbildung 3.10).
3.3.3 Threonindehydratase
Zur optimalen Aktivitätsbstimmung der Threonindehydratase (THD) wurde zu-
nächst der optimale Messbereich bestimmt. Er liegt zwischen 480 nm und 550 nm.
Alle weiteren Messungen wurden bei 485 nm durchgeführt. Auch für die Threon-
indehydratase wurden zwei Konstrukte für die Expression in E. coli kloniert: mit
und ohne plastidärem Signalpeptid. Da das Enzym mit Transitpeptid eine we-
sentlich höhere Aktivität zeigte (7 U/mg Protein bei 37 °C) als das Enzym ohne
(0,3 U/mg Protein bei 37 °C), wurden alle folgenden Versuche mit diesem Enzym
durchgeführt.
Zur Bestimmung der optimalen Enzymmenge im Assay wurde eine Versuchs-
reihe mit Enzymmengen von 1 ng bis 1 mg in 100  l Assayvolumen gestestet.
Die Aktivität steigt zunächst mit zunehmender Enzymmenge an und erreicht ihr
Maximum bei 50 ng. Danach sinkt sie wieder ab (siehe Abbildung 3.11).
In Abbildung 3.11 ist auf der rechten Seite die Bestimmung des K  -Wertes
für Threonin dargestellt. Gemessen wurden Threoninkonzentrationen von 1  M
bis 1 mM. Es ergab sich ein K  -Wert von 925  M Threonin.
Da im HTS-Assay die Testsubstanzen in DMSO gelöst vorliegen, wurde auch
für die THD die DMSO-Toleranz bestimmt. DMSO-Konzentrationen bis zu 2 %
wirken sich nicht auf die Enzymaktivität aus. Höhere Konzentrationen führen zu
einer deutlichen Hemmung (siehe Abbildung 3.12).
Im Gegensatz zu den anderen beiden untersuchten Enzymen wirkt sich eine
Temperaturerhöhung negativ auf die Enzymaktivität der THD aus (siehe Abbil-
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Abbildung 3.11: Bestimmung der optimalen Enzymmenge im Assay (links) und des K   -Wertes
von Threonin (rechts). Aufgetragen ist in beiden Graphiken der Logarithmus der Enzymmenge















































Abbildung 3.12: Bestimmung der DMSO-Toleranz der THD (links) und Messung der Temperatu-
rabhängigkeit des Enzyms (rechts).
Die THD gehört zu den Pyridoxalphosphat-abhängigen Enzymen. Schon nied-
rige Konzentrationen von Pyridoxalphosphat wirken aktivitätssteigernd. Allerdings
zeigt die Abbildung 3.13 auch, daß man die Konzentration nicht zu hoch setzen
darf. Die Eigenfärbung des Pyridoxalphosphates verfälscht sonst die Extinktion
in dem kolorimetrischen Assay.
Zur Optimierung des Assays wurden verschiedene pH-Werte in verschiedenen
Puffersystemen getestet. Das Optimum liegt bei der THD bei pH 9 (siehe 3.13).
Da die Threonindehydratase in die Biosynthese von Isoleucin involviert ist,
wurde gestestet, ob sich das Enzym durch diese Aminosäure hemmen läßt. Das
Ergebnis der Messung zeigt die Abbildung 3.14. Geringe Konzentrationen von
Valin wirken aktivierend auf die THD, eine Konzentrationserhöhung bringt eine


























































mit E ohne E Differenz
Abbildung 3.13: THD-Aktivität in Abhängigkeit von der Pyridoxalkonzentration (links) und von
verschiedenen pH-Werten (rechts).
THS die gleichen Enzyme eine Rolle spielen, wurde auch der Einfluß von Valin













































Abbildung 3.14: Einfluß der Aminosäuren Valin (links) und Isoleucin (rechts) auf die Aktivität
der THD.
3.4 Die Phylogenie der Enzyme aus dem Aminosäu-
restoffwechsel
Von den 90 beschriebenen Enzymen aus dem pflanzlichen Biosyntheseweg der
Aminosäuren (siehe Kapitel 1.2) konnte für insgesamt 74 Enyzme ein phylogene-
tischer Baum berechnet werden. Die Bäume wurden berechnet, um herauszufin-
den, mit welchen Sequenzen die pflanzlichen Enzyme aus Arabidopsis am eng-
sten verwandt sind. Dazu wird grob zwischen eubakteriellen, archaebakteriellen
und cyanobakteriellen Sequenzen unterschieden. Das Ergebnis ist in der folgen-
den Tabelle 3.1 zusammengefaßt. Die Sequenzen, die nicht eindeutig zuzuordnen
waren, haben ein + in der letzten Spalte. Die Enzyme sind in der gleichen Reihen-
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folge nach Stoffwechselwegen sortiert wie in der Einleitung dieser Arbeit. Ein-
zelne Enzyme sind durch eine horizontale Linie in der Tabelle getrennt. Bifunk-
tionelle Enzyme und Enzyme, die aus mehreren Untereinheiten bestehen, stehen
zusammen in einem Feld der Tabelle. Alle Bäume dieser Analyse sind im An-
hang der Arbeit abgebildet und unter der in der Tabelle angegebenen Nummer zu
finden.
Tabelle 3.1: Phylogenetische Herkunft der Gene aus dem Aminosäurestoffwechsel von Arabidop-
sis. eubakt: eubakteriell, arch: archaebakteriell, cyan: cyanobakteriell,ne: nicht eindeutig
Nr. EC Enzym eubakt arch cyan ne
Glutamat-Glutamin
1 6.3.1.2 Glutaminsynthetase +
2 1.4.1.3 Glutamatdehydrogenase (NAD(P)H) +
3 1.4.1.4 Glutamatdehydrogenase (NADPH) +
4 1.4.1.14 Glutamatsynthase (NADH) +
5 1.4.7.1 Glutamatsynthase (Ferredoxin) +
Prolin
6 2.7.2.11   -Glutamatkinase +
7 1.2.1.41 Glutamatsemialdehydreduktase +
8 1.5.1.2 Pyrroline-5-carboxylatreductase +
9 2.6.1.13  -Ornithin-Aminotransferase +
Arginin
10 2.7.2.8 N-Acetylglutamatkinase +
11 1.2.1.38 N-Acetylglutamatsemialdehydreductase +
12 2.6.1.11 Acetylornithin-Aminotransferase +
13 2.3.1.35 Ornithinacetyltransferase +
14 6.3.5.5 Carbamoylphosphatsynthase, große UE +
15 6.3.5.5 Carbamoylphosphatsynthase, kleine UE +
16 2.1.3.3 Ornithincarbamoyltransferase +
17 6.3.4.5 Argininosuccinatsynthase +
18 4.3.2.1 Argininosuccinatlyase +
Histidin
19 2.7.6.1 Ribosepyrophosphokinase +
20 2.4.2.17 ATP-phosphoribosyltransferase +
21 3.6.1.31 Phosphoribosyl-ATP-Pyrophosphohydrol. +
22 3.5.4.19 Phosphoribosyl-ATP-Cyclohydrolase +
23 5.3.1.16 BBM-II-Isomerase +
24 2.4.2.- Glutamin-Amidotransferase +
25 —— Cyclase +
26 4.2.1.19 Imidazolglycerolphosphatdehydratase +
27 2.6.1.9 Histidinolphosphat-Aminotransferase +
28 1.1.1.23 Histidindehydrogenase +
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Nr. EC Enzym eubakt arch cyan ne
Aspartat und Asparagin
29 2.6.1.1 Aspartat-Aminotransferase +
30 6.3.5.4 Asparaginsynthase +
31 3.5.1.1. Asparaginase +
Threonin
32 2.7.2.4 Aspartatkinase (monofunktionell) +
33 2.7.2.4 Aspartatkinase +
1.1.1.3 Homoserindehydrogenase +
34 1.2.1.11 Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase +
35 2.7.1.39 Homoserinkinase +
36 4.2.99.2 Threoninsynthase +
Methionin
37 4.2.99.9 Cystathionin-   -Synthase +
38 4.4.1.8 Cystathionin-   -Lyase +
39 2.1.1.14 Methioninsynthase +
Lysin
40 4.2.1.52 Dihydrodipicolinat-Synthase +
41 1.3.1.26 Dihydrodipicolinatreductase +
42 5.1.1.7 Diaminopimelat-Epimerase +
43 4.1.1.20 Diaminopimelat-Decarboxylase +
Isoleucin und Valin
44 4.2.1.16 Threonindehydratase +
45 4.1.3.18 Acetolactatsynthase, große UE +
46 4.1.3.18 Acetolactatsynthase, kleine UE +
47 1.1.1.86 Acetohydroxyacidisomeroreductase +
48 4.2.1.9 Dihydroxyaciddehydratase +
49 2.6.1.42 Branched-chain-Aminotransferase +
Leucin
50 4.1.3.12 Isopropylmalat-Synthase +
51 4.2.1.33 Isopropylmalatisomerase, große UE +
52 4.2.1.33 Isopropylmalatisomerase, kleine UE +
53 1.1.1.85 Isopropylmalatdehydrogenase + +
Alanin
54 2.6.1.2 Alanin-Aminotransferase +
Serin und Glycin
55 1.1.1.95 Phosphoglycerat-Dehydrogenase +
56 2.6.1.52 Phosphoserin-Aminotransferase +
57 3.1.3.3 Phosphoserinphosphatase +
58 —— Glycindecarboxylase-Kompl., H-Protein +
59 1.4.4.2 Glycindecarboxylase-Kompl., P-Protein +
60 1.8.1.4 Glycindecarboxylase-Kompl., L-Protein +
61 2.1.2.10 Glycindecarboxylase-Kompl., T-Protein +
62 2.1.2.1 Serinhydroxymethyltransferase +
Cystein
63 2.3.1.30 Serinacetyltransferase +
64 4.2.99.8 Acetylserin-(thiol)-lyase +
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Nr. EC Enzym eubakt arch cyan ne
Shikimatweg
65 4.1.2.15 DHAP-Synthase +
66 4.6.1.3 Dehydroquinatsynthase +
67 1.1.1.25 Shikimatdehydrogenase +
68 4.2.1.10 Dehydroquinatdehydratase +
69 2.7.1.71 Shikimatkinase +
70 2.5.1.19 EPSP-Synthase +
71 4.6.1.4 Chorismatsynthase +
Tryptophan
72 4.1.3.27 Anthranilatsynthase,   -UE +
73 4.1.3.27 Anthranilatsynthase,   -UE +
74 2.4.2.18 Anthranilatphosphoribosyltransferase +
75 5.3.1.24 Phosphoribosylanthranilatisomerase +
76 4.1.1.48 Indolglycerolphosphat-Synthase +
77 4.2.1.20 Tryptophansynthase,   -UE +
78 4.2.1.20 Tryptophansynthase,   -UE (1 und 2) +
79 4.2.1.20 Tryptophansynthase,   -UE +
Tyrosin und Phenylalanin
80 5.4.99.5 Chorismatmutase +
81 5.4.99.5 Chorismatmut./Prephenatdehydrat. +
82 5.4.99.5 Chorismatmut./Prephenatdehydrog. +
83 2.6.1.5 Tyrosin-Aminotransferase +
4Diskussion
4.1 Etablierung der HTS-Assays
4.1.1 Die N-Acetylglutamatkinase
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die erste pflanzliche N-Acetylgutamatkinase klo-
niert und ihre Funktion durch eine Expression in einem heterologem Expressi-
onssystem gezeigt. Bis jetzt ist nur das Fragment einer Sequenz aus Oryza sativa
von Dupont [Cahoon et al., 2001] patentiert und die Sequenz aus Arabidopsis im
Rahmen des Genomprojektes bekannt geworden.
Die N-Acetylglutamatkinase katalysiert den zweiten Schritt in der Arginin-
Biosynthese (siehe Abbildung 1.4) und phosphoryliert N-Acetylglutamat zu N-
Acetylglutamatphosphat. Erste Hinweise für das Vorhandensein von N-Acetylglu-
tamat in der Argininbiosynthse von Pflanzen kamen von [Morris and Thompson,
1977]. Später wurde das Enzym aus Pisum sativum über eine Gelfiltration aufge-
reinigt und charakterisiert [McKay and Shargool, 1981]. Dabei wurde postuliert,
daß die NAGK in seiner aktiven Form als heteromeres Dimer aus zwei Unterein-
heiten (53 kDa und 43 kDa vorliegt). Das Enzym wurde in E.coli [Parsot et al.,
1988, Gil et al., 1999], Pseudomonas aeruginosa [Haas and Leisinger, 1975],
Chlamydomonas reinhardti [Denes, 1970] und in Hefen (Saccharomyces cere-
visiae [Boonchird et al., 1991], Schizosaccharomyces pombe [Huffel et al., 1992])
untersucht. In allen Organismen hat man nur eine Untereinheit des Enzyms gefun-
den, die in Pseudomonas und E.coli ein Homodimer ausbildet. Sollte in Pflanzen
tatsächlich eine zweite Untereinheit vorliegen, so kann diese nicht für die Aktivi-
tät oder die Regulierung durch Arginin essentiell sein, da in dieser Arbeit beides
für das klonierte Enyzm gezeigt wurde.
Für das klonierte Enzym aus Arabidopsis wurde für das Substrat ein K

-Wert





-Wert aus Pisum sativum überein [McKay and Shargool, 1981]. Der
beobachtete erste K

-Wert in der Untersuchung der NAGK aus Pisum konnte
nicht bestätigt werden. Auch der K

-Wert für den Cofaktor ATP liegt mit 1 mM
in dem Größenbereich von 1,7 mM ATP bei Pisum sativum.
Da die NAGK in der Biosynthese von Arginin eine Rolle spielt, wurde über-
prüft, ob sie sich durch das Endprodukt in dem Stoffwechsel hemmen läßt. Die
Feedback-Hemmung durch das Endprodukt wird häufig in Stoffwechselwegen be-
obachtet und soll verhindern, daß mehr Endprodukt entsteht als wirklich benötigt
wird. Das Ergebnis der Hemmung ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Ab einer Kon-
zentration von 1 mM Arginin kommt es zu einer Hemmung des Enzyms, die sich
mit zunehmender Konzentration noch verstärkt. Dies Ergebnis entspricht der be-
obachteten Hemmung der NAGK bei 1 mM Arginin in Beta vulgaris [Morris and
Thompson, 1977]. Die Hemmung der NAGK wurde auch schon in Cyanobakteri-
en und anderen photsynthetischen Eubakterien nachgewiesen [Hoare and Hoare,
1966]. In E. coli wird die N-Acetylglutamatkinase nicht durch Arginin gehemmt.
Dort findet die Regulierung des Stoffwechsels durch die Hemmung des ersten
Enzyms der Argininbiosynthese statt (N-Acetylglutamatsynthase) [Udaka, 1966].
Es konnte erfolgreich ein HTS-fähiger Assay für die N-Acetylglutamatkina-
se entwickelt werden. Bei einer Ausbeute von 40 mg aufgereinigtem Enzym aus
einem Liter Expressionskultur und 200 ng Enzym pro Kavität im Assay, ist der
Assay ohne großen Aufwand durchführbar. Pro 100.000 Testsubstanzen sind 30
mg Enyzm notwendig (entspricht 500 ml Expressionskultur).
Der Assay ist auf nur wenige Pipettierschritte optimiert worden und auf eine
relativ kurze Inkubationszeit von einer Stunde. Durch die Zugabe von BSA und
Ethylenglykol ist das Enzym auch über eine längere Zeit in den Lösungen für den
Assay aktiv. In einem Vorstest wurde der Z-Faktor des Assays kurz nach dem Zu-
sammengeben der Enzym- und Substratlösungen und nach 24 Stunden bestimmt.
Der Z-Faktor sinkt dabei von 0,80 auf 0,78 ab. Damit ist der Assay stabil und liegt
in dem gewünschten Messbereich, der eine zuverlässige Aussage über den hem-
menden Einfluß von Testsubstanzen zuläßt [Zhang et al., 1999] (siehe 2.14.4). Ein
erster HTS-Lauf wurde bereits erfolgreich durchgeführt.
4.1.2 Die Homoserinkinase
Die Homoserinkinase (HSK) ist in Pflanzen an der Biosynthese von Threonin,
Methionin und Isoleucin beteiligt (siehe Abbildung 1.8). Sie katalysiert die Phos-
phorylierung von Homserin zu Homoserinphosphat. Das Homoserinphosphat ist
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allerdings nur in Pflanzen das Ausgangsprodukt für die drei genannten Amino-
säuren. In Eubakterien und Hefe zweigt die Synthese von Methionin schon vorher
beim Homoserin ab [Aubert et al., 1998].
Das Enzym aus Arabidopsis ist kernkodiert und trägt ein N-terminales Tran-
sitpeptid, um den Transport in den Plastiden zu ermöglichen. Die Länge und die
Primärstruktur dieser Transitpeptide ist kaum konserviert [Bruce, 2000]. Das Si-
gnalpeptid bindet an den Importapparat des Plastiden an der äußeren Membran
(Toc). Von dort aus wird das Protein über den Importapparat an der inneren Mem-
bran (Tic) unter Abspaltung des Transitpeptids in die Plastide transportiert [Chen
and Schnell, 1999]. In seiner aktiven Form in der Plastide hat das Enzym kein Si-
gnalpeptid mehr. Daher sollte getestet werden, ob es einen Aktivitätsunterschied
zwischen der Homoserinkinase mit und ohne Transitpeptid gibt. In der vorliegen-
den Arbeit wurde die HSK mit und ohne Transitpeptid kloniert und exprimiert. Es
ergab sich ein erheblicher Aktivitätsunterschied zwischen den beiden Konstruk-
ten. Die Aktivität der HSK mit Transitpeptid liegt bei 1 U/mg, ohne Transitpeptid
bei 8 U/mg. Der Literaturwert für die HSK mit Transitpeptid liegt bei 3 U/mg Pro-
tein für das Enzym mit Transitpeptid [Lee and Leustek, 1999b]. Allerdings wurde
dabei der NADH-Assay [Burr et al., 1976] zur Aktivitätsbestimmung verwendet.
Daher sind die Angaben nicht direkt miteinander vergleichbar. Es bleibt jedoch
die Frage offen, warum das Signalpeptid hemmend auf die Aktivität wirkt. Am
naheliegendsten sind Veränderungen in der Faltung des Proteins, die das aktive
Zentrum der HSK stören.
Da die HSK in dem Stoffwechselweg der Aminosäuren Methionin, Isoleu-
cin und Threonin eine Rolle spielt, wurde der Einfluß dieser Aminosäuren auf
das Enzym bestimmt. In E. coli wird die HSK von Methionin gehemmt [Huo
and Viola, 1996]. Keine der drei Aminosäuren hat bis zu einer Konzentration von
17 mM jedoch einen hemmenden Einfluß auf die Aktivität der HSK aus Arabi-
dopsis. Die HSK ist für die Synthese von drei Aminosäuren essentiell. Würde
sie durch eine der drei Aminosäuren gehemmt werden, so würden dann auch die
beiden anderen Biosynthesen nicht ablaufen können. Werden an derartigen Ver-
zweigungspunkten die Enzyme durch ihr Endprodukt gehemmt, so gibt es dort
meistens mehrere Isoenzyme, die von unterschiedlichen Endprodukten gehemmt
werden. Ein Beispiel dafür sind die drei Isoenzyme der DAHPS im Shikimatweg
(Phenylalanin-sensitiv, Tyrosin-sensitiv und Tryptophan-sensitiv, siehe 4.2.5). In
Arabidopsis wurden jedoch bislang keine Isoenzyme der Homoserinkinase ge-
funden und daher wurde auch nicht erwartet, daß eine der drei Aminosäuren die
Aktivität hemmen.
Für die Homoserinkinase wurde neben dem gekoppelten Assay ein Lumines-
zenz-Assay etabliert und für das Hochdurchsatzscreening optimiert. Dieser Assay
ist ATP-abhängig und kann daher für die Aktivitätsbestimmung aller Kinasen ver-
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wendet werden. Ebenso wie die Homoserinkinase wird auch die Luciferase nicht
durch niedrige Konzentrationen von DMSO gehemmt. Die Stabilität des Assays
konnte durch Zugabe einer ausreichenden Menge von BSA erzielt werden. Die
Ausbeute an aufgereinigtem Enzym ist mit 5 mg/l Expressionskultur nicht ganz
so gut wie bei der NAGK. Es werden pro Kavität 100 ng im HTS benötigt, so daß
pro 100.000 Testsubstanzen 2 l Kultur aufgearbeitet werden müssen. Da sich das
Enzym längere Zeit bei -80 °C lagern läßt, ist dies jedoch kein Problem.
Die Inkubationszeit des Assays beträgt nur 45 min, so daß innerhalb kurzer
Zeit sehr viele Substanzen getestet werden können. In einem Vortest lag der Z-
Faktor nach 0 h Lagerung der Lösungen bei 0,8 und nach 24h bei 0,75. Dies zeigt
die Stabilität des Assays an, die sich in einem ersten HTS-Lauf bestätigt hat.
4.1.3 Die Threoninsynthase
Die Threoninsynthase (THS) ist das Schlüsselenzym der Threoninsynthese in
Pflanzen und im Plastiden lokalisiert [Wallsgrove et al., 1983]. Das Enzym wur-
de in Eubakterien (E. coli [Cassart et al., 1981, Farrington et al., 1993], Bacillus
subtilis [Skarstedt and Greeer, 1973]), Pilzen (Neurospora [Flavin and Slaughter,
1960]) und Pflanzen (Arabiodpsis thaliana [Laber et al., 1999], Solanum tubero-
sum [Casazza et al., 2000]) charakterisiert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die THS aus Arabidopsis erfolgreich expri-
miert. Ein HTS-Assay konnte jedoch nicht etabliert werden, da das Substrat der
THS, Homoserinphosphat, nicht käuflich zu erwerben ist. Für einen Aktivitätstest
von diesem Enzyms muß in anschließenden Versuchen das Substrat enzymatisch
oder aber chemisch synthetisiert werden.
4.1.4 Die Threonindehydratase
Die Threonindehydratase (THD) ist das Schlüsselenzym der Isoleucinsynthese in
Pflanzen und katalysiert die Umwandlung von Threonin in   -Oxobutyrat (siehe
Abbildung 1.9). Das Enzym wurde aus Spinat [Sharma and Mazumder, 1970] und
pflanzlichen Zellkulturen (Paul’s Scarlets Rose [Dougall, 1970] aufgereinigt und
aus Lycopersicum esculentum [Samach et al., 1991] und Arabidopsis [Mourad
et al., 2000] kloniert.
Auch die THD ist kernkodiert und im Plastiden lokalisiert [Wallsgrove et al.,
1983]. Daher wurden auch für die Expression dieses Enzyms zwei Konstrukte be-
arbeitet, eines mit und eines ohne Transitpeptid. Aus Gründen, die schon in Ab-
schnitt 4.1.2 beschrieben worden sind, wurde erwartet, daß die Expression ohne
Transitpeptid zu einer höheren Enzymaktivität führen würde. Die Threonindehy-
Diskussion 89
dratase zeigt jedoch ohne Transitpeptid eine wesentliche geringere Aktivität, die
bei 0,3 U/mg Protein liegt, während bei der Expression des Enzyms mit Tran-
sitpeptid eine Aktivität von 7 U/mg gemessen wurde. Der Grund dafür ist wahr-
scheinlich, daß das Transitpeptid kürzer ist als angenommen. Vielleicht wurden
einige funktionell oder strukturell wichtige Aminosäuren bei der Klonierung oh-
ne Transitpeptid entfernt, die für die Aktivität des Enzyms entscheidend sind. In
einer aktuellen Arbeit von Wessel et al. [2000] über die Expression der THD aus
Arabidopsis wurden nur 46 Aminosäuren am N-Terminus entfernt und das Enyzm
in dieser kurzen Form exprimiert. Als Ergebnis erhielt man ein sehr aktives En-
zym. Dieses Ergebnis spricht dafür, daß das Transitpeptid kürzer ist als in der
vorliegenden Arbeit angenommen.
In E. coli [Shizuta et al., 1973] und in Hefe [Holzer et al., 1963] wird die THD
durch die Aminosäure Isoleucin inhibiert. Dies wurde auch bei Pflanzen beobach-
tet [Sharma and Mazumder, 1970, Strauss et al., 1985] und in der vorliegenden
Arbeit anhand des Enzmys aus Arabidopsis bestätigt. Es handelt sich hierbei um
eine Endprodukt-Hemmung, die verhindert, daß zuviel an Isoleucin synthetisiert
wird. Die THD wird durch geringe Konzentrationen Valin aktiviert. Die Biosyn-
these von Valin wird von den gleichen Enzymen katalysiert, die auch für die Iso-
leucinsynthese benötigt werden. Die Aktivierung durch geringe Konzentrationen
Valin deutet auf eine gemeinsame Regulation des Stoffwechselwegs hin. Das erste
gemeinsame Enzym der Isoleucin/Valin-synthese, die Acetolactatsynthase, wird
auch von beiden Aminosäuren reguliert [Pang and Duggleby, 1999]. Die Amino-
säure Valin hat nicht nur eine aktivitätsteigernde Wirkung auf die THD, sondern
stabilisiert das Enzym auch. Ohne die Zugabe von Valin hätte die Stabilität des
Enzyms nicht für einen HTS-Assay ausgereicht.
Mit Valin im Reaktionsansatz konnte jedoch ein zufriedenstellender HTS-
Assay für die THD etabliert und optimiert werden. Da das Temperaturoptimum
des Enzyms bei Raumtemperatur liegt und die Reaktionslösungen ebenfalls bei
Raumtemperatur stabil sind, kann der Assay ohne aufwendige Temperierung durch-
geführt werden. Der Z-Faktor des Assays lag in einem Vortest nach 0 h bei 0,76
und nach 24 h bei 0,85. Diese Werte und ein bereits durchgeführter erster HTS-
Lauf bestätigen die Stabilität und gute Durchführbarkeit des Assays. Bei einer
Menge von 30 ng aufgereinigtem Enzym pro Kavität sind nur 300 ml Expression-
kultur für den Test von 100.000 Substanzen notwendig.
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4.2 Die Phylogenie der Enzyme aus dem Aminosäu-
restoffwechsel
4.2.1 Die Glutamatfamilie
Biosynthese von Glutamat und Glutamin
Die Glutaminsynthetase (GS, siehe Anhang Abbildung A.1) ist sowohl bei Eu-
karyoten als auch bei Prokaryoten zu finden, wo sie eine wichtige Rolle bei der
Stickstoffassimilation und der Biosynthese von Glutamin spielt [Turner and Young,
2000]. Man unterteilt die Glutaminsynthetasen in GSI und GSII. Den Typ I findet
man bei den Prokaryoten und den Typ II nur bei Eukaryoten. Es wird für diese bei-
den Typen ein gemeinsames Vorläufergen postuliert, dessen Genduplikation vor
der Trennung der Eukaryoten und Prokaryoten stattfand [Kumada et al., 1993].
In Arabidopsis sind 6 Isoenzyme der Glutaminsynthetase in der vorliegenden
Arbeit identifiziert worden. Sie bilden eine Genfamilie und erscheinen im phylo-
genetischen Baum an einem Ast. Eines von ihnen ist eine plastidäre Isoform mit
einem N-terminalen Transitpeptid (GS2), alle anderen sind Formen der cytosoli-
schen GS1. Dieses Ergebnis deckt sich mit den phylogenetischen Analysen von
Ochs et al. [1999], die eine Phylogenie der pflanzlichen Sequenzen aus Brassica
napus, Raphanus sativus und aus Arabidopsis berechechneten und ebenfalls eine
Genfamilie postulierten sowie mit der Vermutung von Peterman and Godmann
[1991], die eine Genfamilie bei Arabidopsis vermutet haben.
Die pflanzlichen Sequenzen clustern in dem Baum mit den anderen eukaryo-
tischen Glutaminsynthetasen aus Drosophila, Homo sapiens, Caenorhabditis ele-
gans und Saccharomyces. Sie alle gehören zur GS II [Garcia-Dominguez et al.,
1997]. In direkter Nachbarschaft zu diesem eukaryotischen Ast befindet sich ei-
ne Sequenz aus dem   -Proteobakterium Mesorhizobium loti, die ebenfalls zum
Typ II gehört. Mesorhizobium und weitere Arten der Rhizobien haben als bislang
einzige Gruppe Glutaminsynthetase vom Typ GS I und GS II [Turner and Young,
2000]. Alle anderen prokaryotischen und archaebakteriellen Sequenzen sind auf
einem anderen großen Ast in dem Baum zu finden und gehören zur GS I. Eine
weitere Ausnahme sind Synechocystis und Deinococcus. Sie besitzen beide eine
GS I und eine GS III. Clostridium taucht in diesem Baum nur mit einer GS III am
gleichen Ast wie die beiden letztgenannten Spezies auf. Untersuchungen der GS
III wurden bis jetzt nur anhand von Synechocystis gemacht [Garcia-Dominguez
et al., 1997] und in Pseudoanabaena sp., in dem nur die GS II gefunden wurde,
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Abbildung 4.1: Schematischer phylogenetischer Baum der Glutaminsynthetase. Die Eubakteri-
en sind blau gekennzeichnet, die Archaebakterien rot, Cyanobakterien grün und die Eukaryoten
türkis.
Die Abbildung 4.1 gibt eine schematische Ansicht des berechneten Baumes
wieder. Die Topologie spricht dafür, daß die pflanzliche Glutaminsynthetase sowie
alle anderen eukaryotischen Gene ihren Ursprung in der GSII von    Proteobakterien
haben. Bisher sind eubakterielle Sequenzen der GS II nur aus   -Proteobakterien
bekannt [Turner and Young, 2000].
Ein schematischer, phylogenetischer Baum der Glutamatdehydrogenasen (GDH,
siehe Anhang Abbildung A.2) ist in Abbildung 4.2 gezeigt. Die Äste sind mit der
jeweiligen Cofaktorspezifität gekennzeichnet. Es zeigt sich ein sehr inhomogenes
Bild, so daß ein mehrmaliger Wechsel der Cofaktor-Spezifität während der Evo-
lution der GDH zu vermuten ist. Aufgrund der Spezifität der GDHs unterschei-
det man zwischen monospezifischen NAD- und NADP-abhängigen Enzymen und
bispezifischen NAD(P)-abhängigen.
In Arabidopsis wurden drei Isoformen der bispezifischen GDH (1.4.1.3) ge-
funden: GDH1, GDH2, GDH3. Alle drei sind im Baum neben den bispezifischen
GDHs der anderen höheren Eukaryoten zu finden. Turano et al. haben diese Iso-
formen der GDH in Arabidopsis untersucht und für sie eine mitochondriale Loka-
lisation postuliert. Auch andere Studien bei Pflanzen weisen auf eine Genfamilie
für die bispezifischen GDHs hin [Pavesi et al., 2000].
Eine zweite GDH aus Arabidopsis ist NADP-abhängig (1.4.1.4) und zeigt sich
in einem ansonsten eubakteriellen Teil des Baumes, zusammen mit zwei GDHs
aus Hefe. Die pflanzliche Sequenz ist im N-terminalen Bereich um etwa 150 Ami-
nosäuren länger als die anderen Sequenzen in diesem Baum. Weder eine Homolo-
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giesuche in Genbank brachte Aufschluß über die Funktion dieses Bereiches noch
die gängigen Programme zur Identifizierung von Signalpeptiden. Untersuchun-
gen von Melo-Oliveira et al. [1996] in Arabidopsis sprechen dafür, daß es sich
aufgrund der Spezifität für NADP um die plastidäre Isoform handelt.
Während die NADP-abhängige GDH eindeutig ein enge Verwandtschaft mit
den eubakteriellen Homologen aufweist, ist der Ursprung der bispezifischen NAD(P)-
abhängigen GDH nicht eindeutig abzuleiten. In diesem Bereich des Baumes (sie-
he Abbildung 4.2) sind sowohl Archaebakterien als auch Eubakterien in enger























Abbildung 4.2: Schematischer phylogenetischer Baum der Glutamatdehydrogenasen. Die Äste
sind mit dem spezifischen Cofaktor gekennzeichnet, die Sequenzen aus Arabidopsis mit ATH_C
für die cytosolische Form und ATH_P für die plastidäre. Die Sequenzen aus Hefe sind mit H
markiert.
Die Glutamatsynthase (GOGAT, siehe Anhang Abbildung A.3 und A.4) kommt
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in nahezu allen Organismengruppen vor. Die NADPH-abhängige GOGAT findet
man bei Eubakterien, die Ferredoxin-abhängige bei Pflanzen und Cyanobakte-
rien und die NADH-abhängige sowohl in photosynthetischen als auch in nicht-
photosynthetischen Eukaryoten [Nesbo et al., 2001]. Die GOGAT besteht aus ei-
ner großen und einer kleinen Untereinheit, deren Gene bei Eubakterien getrennt
sind und bei Eukaryoten zu einem Gen fusioniert vorliegen, die Ähnlichkeiten zur
großen und zur kleinen Untereinheit der Eubakterien zeigen [Temple et al., 1998].
Bei Archaebakterien ist die Struktur etwas anders. In Pyrococcus hat man nur ei-
ne GOGAT-homologe Sequenz gefunden, die der kleinen Untereinheit entspricht,
jedoch kein Gen für die große Untereinheit. Andererseits weisen die Archaebak-
terien Methanococcus und Archaeoglobus nur ein GOGAT-homologes Gen auf,
das der großen Untereinheit entspricht [Dincturk and Knaff, 2000, Nesbo et al.,
2001].
In dieser Analyse wurden zwei Ferredoxin-abhängigen GOGATs aus Arabi-
dopsis identifiziert, die ein plastidäres Signalpeptid tragen und im phylogene-
tischen Baum eine enge Verwandtschaft zu der Fd-GOGAT aus Synechocystis
(GLTS) [Navarro et al., 1995] zeigen. An diesem Ast befinden sich auch die pla-
stidär kcodierten Sequenzen aus den Rotalgen Porphyra [Reith and Munholland,
1993] und Cyanidium [Glöckner et al., 2000]. Von Valentin et al. [1993] wur-
den in einer anderen Rotalge (Antithamnion) die Funktionalität des Gens gezeigt.
Diese Befunde sprechen für eine cyanobakterielle Herkunft der pflanzlichen Fd-
GOGAT.
Die andere GOGAT aus Arabidopsis ist NADH-abhängig. Sie clustert mit
den NADH-GOGATs aus Drosophila und Caenorhabditis und mit der NADP-
abhängigen GOGAT aus Hefe. Zur Aufklärung der Verwandtschaftsverhältnisse
dieser GOGAT mit den Eubakterien und Archaebakterien, wurden zwei verschie-
dene multiple Alignments erstellt und die entsprechenden Bäume dazu berech-
net. Grundlage für beide Berechnungen waren die identifizierten Sequenzen aller
Fd-abhängigen und eukaryotischen GOGATs. Hinzu kamen bei der ersten Ana-
lyse alle verfügbaren großen Untereinheiten und in der zweiten Analyse alle ver-
fügbaren kleinen Untereinheiten. So konnte gezeigt werden, daß die pflanzliche
NADH-GOGAT deutlich einen eubakteriellen Ursprung hat und vermutlich durch
eine Fusion der ursprünglich eubakteriellen großen und kleinen Untereinheit ent-
standen ist.
Die Abbildung 4.3 faßt das Ergebnis der phylogenetischen Analyse für die




















Abbildung 4.3: Phylogenetische Herkunft der Enzyme aus der Glutamat-Glutamin-Synthese. Die
Enzyme sind durch farbige Kreise dargestellt. Ein blauer Kreis kennzeichnet eine eubakterielle und
grün eine cyanobakterielle Herkunft. Die GDH ist zweifarbig dargestellt, da hier keine eindeutige
Aussage zu treffen ist. Von der GOGAT gibt es eine NAD- und eine Ferredoxin-abhaängige. GS:
Glutaminsynthetase, GDH: Glutamatdehydrogenase, GOGAT: Glutamatsynthase, Fd: Ferredo-
xin
Biosynthese von Prolin
Aus enzymatischer Sicht ist die Prolinsynthese in Pflanzen vergleichbar mit dem
Stoffwechselweg in E. coli. Während in E. coli und in Hefe jedoch drei verschie-
dene Gene für die drei Enzyme codieren, sind in Pflanzen und in höheren Euka-
ryoten die Gene von proA und proB zu einem Gen fusioniert [Hu et al., 1992].
Das dritte Gen (proC) ist so wie in E. coli monofunktionell.
Aufgrund der Bispezifität des ersten Enzyms, der
 
-Pyrrolin-5-carboxylat-
synthetase, mußten zwei phylogenetische Bäume berechnet werden. In dem Baum
der GSA-Reduktase (Abbildung 4.4, links, proA und Anhang Abbildung A.5)
stehen alle eukaryotischen Sequenzen mit den zwei Sequenzen aus Arabidopsis an
einem Ast, was für einen monophyletischen Ursprung dieser Sequenzen spricht.
Am gleichen Ast steht die cyanobakterielle Sequenz aus Synechocystis, die zu
44 % mit der pflanzlichen Sequenz auf Proteinebene identisch ist. Alle anderen
eubakteriellen Sequenzen sind an einem zweiten großen Ast in dem Baum ver-
sammelt. Weder für proA noch für proB existieren archaebakterielle Sequenzen.
Vermutlich läuft die Biosynthese bei den Archaebakterien über das Ornithin zum
Prolin, da daß dritte Enzym proC in Archaebakterien gefunden wurde.
Im Baum der  -Glutamatkinase (Abbildung 4.4, rechts, proB und Anhang
Abbildung A.6) sind ebenfalls alle eukaryotischen Sequenzen zusammen an ei-
nem gemeinsamen Ast zu finden. Das monofunktionelle Gen aus Hefe steht aller-
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Abbildung 4.4: Phylogenetische Maximum-Likelihood-Bäume der beiden Domänen der
 
-
Pyrrolin-5-carboxylatsynthetase. Links ist die GSA-Reduktase (proA) gezeigt, rechts die   -
Glutamatkinase (proB). Eubakterielle Äste sind blau markiert, cyanaobakterielle grün und euka-
ryotische türkis. Die Sequenzen aus Arabidopsis sind mit ATH und die aus Hefe mit H gekenn-
zeichnet.
Vom dritten Enzym der Prolinsynthese, der
 
-Pyrrolin-5-carboxylatreduc-
tase (P5C-Reductase, proC, siehe Anhang Abbildung A.7) ist nur eine Sequenz
aus Arabidopsis bekannt [Verbruggen et al., 1993]. Auch in diesem Baum sind
alle eukaryotischen Gene an einem Ast zu finden. Sie sind untereinander zu ca. 50
% identisch, die Identität mit den benachbarten eubakteriellen Sequenzen (E. coli,
Deinococcus und Clostridium) liegt bei etwa 40 %. Im Gegensatz zu den ersten
beiden Enzymen der Prolinsynthese sind in diesem Baum auch archaebakterielle
Sequenzen zu finden. Sie sind alle klar von den eubakteriellen und eukaryotischen
Sequenzen getrennt und bilden einen eigenen Ast im Baum.
Für die  -Ornithin-Aminotransferase (  -OAT, siehe Anhang Abbildung A.8)
der Prolinsynthese konnten nur insgesamt 12 Sequenzen gefunden werden: 5 eu-
karyotische und 5 eubakterielle (2 Proteobakterien, 4 gram-positive Eubakterien).
Die eukaryotischen Sequenzen, zu denen auch die pflanzliche Sequenz gehört sind
zu etwa 50 % mit den Sequenzen aus den gram-positiven Eubakterien identisch
und zu etwa 30 % mit den Proteobakterien.
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Die Abbildung 4.5 stellt die evolutionäre Herkunft der Enyzme schematisch
im Zusammenhang mit ihrem Platz im Prolinstoffwechsel dar. Die P2CR taucht
an dieser Stelle zweimal im Stoffwechsel auf, für die   -OrnithinAminotransfera-
se wurden keine pflanzlichen Sequenzen gefunden. Daher ist dieses Enzym nicht
farbig markiert. Zu sehen ist, daß die Enzyme aus verschiedenen Organismen-
gruppen stammen. Interessanterweise ist im Falle der P5C-Synthetase zu einer
Fusion eines eubakteriellen Gens (proB) mit einem cyanobakteriellen Gen (proA)
gekommen.
-GPγ GSA P5C











Abbildung 4.5: Die evolutionäre Herkunft der Enzyme in der pflanzlichen Prolinsynthese. Die
gepunkteten Linien zeigen einen Weg an, dessen Enzyme in Pflanzen noch nicht gefunden
wurden. Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakterielle Herkunft, grüne eine cyanobakteriel-
le. Die Herkunft der  -Ornithinamintransferase ist unklar (keine Farbe). P5CS: Pyrrolin-5-
carboxylat-synthetase,bestehend aus GK:   -Glutamatkinase und   -GP:   -Glutamatphosphat;
GSAD: Glutamatsemialdehyd-dehydrogenase; GSA: Glutamatsemialdehyd; P5C: Pyrrolin-5-
carboxylat; P5CS: Pyrrolin-5-carboxylat-reduktase;   -OAT:   -Ornithin-aminotransferase;  -
OAT:  -Ornithin-Aminotransferase; KAV:  -Keto-  -aminovalerat; P2C: Pyrrolin-2-carboxylat;
P2CS: Pyrrolin-2-carboxylat-reduktase.
Biosynthese von Arginin
Für das erste Enzym der Argininbiosynthese konnte kein pflanzliches Gen iden-
tifiziert werden. Deshalb fehlt in der vorliegenden Arbeit eine phylogenetische
Analyse der N-Acetylglutamatsynthetase (NAGS).
Die N-Acetylglutamatkinase (NAGK, siehe Anhang Abbildung A.9), die auch
im Rahmen dieser Arbeit aus Arabidopsis kloniert wurde, ist eindeutig cyanobak-
teriell. Sie bildet zusammen mit Synechocystis und den plastidär kodierten Genen
aus Porphyra und Cyanidium einen gemeinsamen Ast (siehe Abbildung 4.6). In
Abschnitt wurde beschrieben, daß die NAGK sowohl in Cyanobakterien als auch
in Pflanzen durch N-Acetylglutamat gehemmt wird, während in E. coli die Ar-
gininbiosynthse durch das erste Enzym des Stoffwechsels, der NAGS, reguliert
Diskussion 97
wird. Daher wird postuliert, daß die Regulation durch Arginin des pflanzlichen
Enzyms schon im dem cyanobakteriellem Vorläufer enthalten war. Um diese Aus-
sage zu bestätigen, sind genauere Analysen des pflanzlichen und cyanobakteriel-
len Enzyms notwendig.
Die andere eukaryotische Sequenz in dem phylogenetischen Baum stammt aus
Saccharomyces. Dabei handelt es sich um eine Genfusion aus der NAGK und dem
folgenden Enzym im Stoffwechsel, der NAGPR. Das Gen wird als Polyprotein
translatiert, in das Mitochondrium transportiert und dort in zwei eigenständige En-
zyme gespalten [Huffel et al., 1992]. Die Hefe ist eng verwandt mit der NAGK aus
dem  -Proteobakterien (41 % Identität). Obwohl das Enzym in Proteobakterien
nicht durch Arginin gehemmt wird, zeigt das Enzym aus Hefe und anderen Pilzen
doch diese Regulation [Wolf and Weiss, 1980]. Da der phylogenetische Stamm-
baum zeigt, daß dieses eukaryotische Gen vermutlich aus den Proteobakterien
stammt, muß postuliert werden, daß erst im Eukaryoten die Feedback-Regulation




Abbildung 4.6: Phylogenetischer Baum der N-Acetylglutamatkinase. Die Sequenz aus Arabidop-
sis ist mit ATH gekennzeichnet, die beiden plastidären Sequenzen mit einem *. Die Farbcodierung
entspricht der Angabe in Abbildung 4.1.
Die nächsten beiden Enzyme aus diesem Syntheseweg sind beide eubakteriel-
ler Herkunft. Im Fall der N-Acetylglutamatphosphatreduktase (NAGPR, siehe
Anhang Abbildung A.10) ist die Sequenz aus Arabidopsis am ähnlichsten mit
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Gram-positiven Eubakterien. Das bifunktionelle Gen aus der Hefe (s.o.) hinge-
gen ist nur zu 27 % identisch mit der pflanzlichen Sequenz, dagegen zu 45 %
mit Xylella. Im Fall der Acetylornithin-Aminotransferase (AOA, siehe Anhang
Abbildung A.11) erscheinen die beiden eukaryotischen Gene an einem Ast. Für
dieses Gen gibt es dem Anschein nach einen gemeinsamen Vorläufer, der bei den
Gram-positiven Eubakterien zu suchen ist.
Der phylogenetische Baum der Ornithinacetyltransferase (OAT) (siehe Ab-
bildung 4.7 und Anhang Abbildung A.15) zeigt ein ähnliches Bild wie der Baum
der NAGK (siehe Abbildung 4.6). Es gibt hier zwar keine plastidär kodierten Se-
quenzen, aber das cyanobakterielle Gen aus Synechocystis ist in enger Nachbar-
schaft in dem Baum zu sehen. Auch hier ist direkt neben diesem Ast ein Gruppe
von Archaebakterien angesiedelt. Das Gen aus Hefe ist stärker mit den Eubakte-
rien verwandt als mit Arabidopsis.
ATH
Abbildung 4.7: Phylogenetischer Baum der Ornithinacetyltransferase. Die Sequenz aus Arabidop-
sis ist mit ATH gekennzeichnet. Die Farbcodierung entspricht der Angabe in Abbildung 4.1.
Die Carbamoylphosphatsynthetase (CPSase) besteht aus einer kleinen und
einer großen Untereinheit (siehe Anhang Abbildung A.13 für die große und Ab-
bildung A.14 für die kleine Untereinheit), die bei Arabidopsis von zwei verschie-
denen Genen codiert werden, so wie man es auch in Eubakterien vorfindet. In der
Abbildung 4.8 sind beide Phylogenien schematisch dargestellt. Es ist deutlich eine
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unterschiedliche Herkunft der pflanzlichen Gene und der anderen eukaryotischen
Gene zu erkennen. Während für die aus nichtphotosynthetischen Eukaryoten ein
archaebakterieller Ursprung postuliert werden kann, stammen beide Untereinhei-
ten der Pflanzen aus Cyanobakterien. Diese Annahme wird durch die beiden pla-
stidär kodierten Sequenzen der kleinen Untereinheit aus Porphyra und Cyanidium
verstärkt. Die einzige andere phylogenetische Untersuchung bei Pflanzen wurde
mit den Sequenzen aus Medicago sativa durchgeführt. Dort liegen die Unterein-
heiten in einem Polypeptid vor. Für dieses Fusionsprotein wurde ein eubakteriel-
ler Ursprung gezeigt [Zhou et al., 2000]. Die topologische Nähe der Arabidop-
sis-Sequenz zu denen aus Cyanobakterien und Plastiden läßt vermuten, daß eine
detailierte, phylogenetische Analyse eine auch im Stammbaum sichtbare, gemein-
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Abbildung 4.8: Phylogenetischer Bäume der großen (linke Seite) und kleinen (rechte Seite) Un-
tereinheiten der Carbamoylphosphatsynthetase. Die Sequenz aus Arabidopsis ist mit ATH gekenn-
zeichnet und die beiden plastidären Sequenzen mit einem *. Die Farbcodierung entspricht der
Angabe in Abbildung 4.1.
Die evolutionäre Herkunft der Ornithincarbamoyltransferase (OCT, siehe
Anhang Abbildung A.15) ist erst vor kurzem mit Sequenzen aus 44 Spezies un-
tersucht worden [Labedan et al., 2000]. Pflanzliche Sequenzen in der Arbeit von
Labedan et al. sind das OCT-Gen aus Arabidopsis und aus Pisum sativum, wel-
ches zu über 70 % mit der Sequenz aus Arabidopsis identisch ist. Labedan et al.
zeigte für die pflanzlichen Sequenzen die engste Verwandtschaft mit dem Archae-
bakterium Halobacterim salinarium auf. Eine andere Untersuchung pflanzlicher
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Gene aus Arabidopsis und Pisum sativum brachte diese in die evolutionäre Nähe
von Proteobakterien [Quesada et al., 1999]. Die letzterer Befund konnte in der
vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Die pflanzliche Sequenz aus Arabidopsis
scheint eubakteriellen Ursprungs zu sein. Die Gene aus den nichtphotosyntheti-
schen Eukaryoten sind nicht klar einzuordnen, der Baum weist in diesem Bereich
sowohl archaebakterielle als auch eubakterielle Spezies auf.
Für letzten beiden Enzyme des Stoffwechsels zeigt sich ein ähnliches Bild.
Sowohl die pflanzliche Argininosuccinatsynthetase (ASS, siehe Anhang Abbil-
dung A.16) als auch die pflanzliche Argininosuccinatlyase (ASL, siehe Anhang
Abbildung A.17)) sind mit den Eubakterien im phylogenetischen Baum assoziiert.
Für beide Bäume gilt auch, daß die anderen eukayotischen Sequenzen ebenfalls
einen eubakteriellen Urspung zeigen, jedoch an einer anderen Position im Baum.
Die Abbildung 4.9 gibt einen Überblick über die evolutionäre Herkunft der
pflanzlichen Enzyme im Argininstoffwechselweg. Von den neun Enzymen konnte
für acht eine Phylogenie erstellt werden. Auch in diesem Stoffwechselweg findet
man sowohl Gene mit cyanobakteriellem Ursprung als auch Gene mit eubakteri-
ellem Ursprung.
Biosynthese von Histidin
Die Histidinbiosynthese besteht in Pflanzen aus neun Enzymen, von denen zwei
bifunktionell sind, so daß insgesamt 11 enzymatische Schritte für die Synthese
von Histidin notwendig sind. Der Syntheseweg in Pflanzen entspricht aus enzy-
matischer Sicht der Histidinsynthese in E. coli [Ohta et al., 2000].
Das erste Enzym, die Ribosepyrophosphokinase(RPK, siehe Anhang Abbil-
dung A.18) zeigt einen interessanten Baum (siehe Abbildung 4.10), da in diesem
Baum die pflanzliche Sequenz aus Arabidopsis nicht zusammen mit den anderen
eukaryotischen Spezies auftaucht, sondern stattdessen enger mit der cyanobak-
terielle Sequenz aus Synechocystis verwandt ist. Die anderen Eukaryoten (Cae-
norhabditis, Drosophila, Homo sapiens und Saccharpmyces) clustern mit eubak-
teriellen Sequenzen. Die Archaebakterien sind eindeutige als eigene Gruppe zu
erkennen.
In den folgenden Bäume sind keine Sequenzen von höheren Eukaryoten ver-
treten (Caenorhabditis, Drosophila und Homo sapiens), da Histidin zu den essen-
tiellen Aminosäuren gehört und nur von niederen Eukaryoten (hier Saccharomy-
ces), Pflanzen, Eubakterien und Archaebakterien synthetisiert werden kann. Für






















Abbildung 4.9: Die evolutionäre Herkunft der Enzyme in der pflanzlichen Argininsynthe-
se. Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakterielle Herkunft und grüne eine cyanobakterielle..
NAGS: N-Acetylglutamatsynthetase, NAG: N-Acetylglutamat, NAGK: N-Acetylglutamatkina-
se, NAGP: N-Acetylglutamatphosphat, NAGPR: N-Acetylglutamatphosphatreduktase, NAG-
SA: N-Acetylglutamatsemialdehyd, AOA: Acetylornithin-Aminotransferase, NAO: N-Acetylor-
nithin, OAT: Ornithin-acetyltransferase, CPA: Carbamoylphosphatsynthetase, OCT: Ornithin-
carbamoyltransferase, ASS: Argininosuccinatsynthetase, ASL: Argininosuccinatlyase.
zyme gefunden worden, da dieses Enzym auch in die Purinbiosynthese involviert
ist.
Die Gene der Isoformen der ATP-Phosphoribosyltransferase (PRT, siehe
Anhang Abbildung A.19) [Ohta et al., 2000] sind miteinander eng verwandt (über
80 % Identität) und liegen in der phylogenetischen Analyse in direkter Nachbar-
schaft zu den  - und   -Proteobakterien. Die andere eukaryotische Sequenz aus
Hefe hingegen zeigt eine größere Ähnlichkeit mit gram-positiven Eubakterien.
Ein ähnliches Ergebnis wurde von Bond and Francklyn [2000] gezeigt.
Die nächsten beiden Schritte werden von einem bifunktionellen Enzym kataly-
siert. Die Genfusion aus der Phosphoribosyl-ATP-pyrophosphohydrolase und
-cyclohydrolase (siehe Anhang Abbildung A.20 und Abbildung A.21) findet man
auch in einigen Eubakterien und Cyanobakterien. Archaebakterien haben hinge-
gen haben zwei getrennte Gene. In Hefe besitzt das Gen noch eine dritte Aktivität







Abbildung 4.10: Phylogenetischer Baum der Ribosepyrophosphokinase. Die Sequenz aus Arabi-
dopsis ist mit ATH gekennzeichnet. Die Farbcodierung entspricht der Angabe in Abbildung 4.1.
Für dieses Enzym wurden zwei Bäume berechnet. In beiden sind die Sequenzen
aller bifunktionellen und jeweils die monofunktionellen Enzyme enthalten (siehe
Abbildung 4.11).
Die Abbildung 4.11 zeigt für die beide Domänen des bifunktionellen Gens
aus Arabidopsis eine eubakterielle Herkunft. Während das his2-Gen in Arabidop-
sis und Hefe sehr ähnlich ist, so scheinen die his3-Gene dieser beiden Eukaryoten
einen unterschiedlichen Urspung zu haben. Beide his2-Gene clustern mit Sequen-
zen aus Gram-positiven Eubakterien. Im rechten Baum ist Arabidopsis hingegen
in enger Nachbarschaft mit den Proteobakterien zu finden. Hefe wurzelt in der
his3-Topologie zwischen Gram-positiven Eubakterien und Archaebakterien. Die
Organismengruppen sind in diesem Bereich des Baumes sehr inhomogen verteilt,
was ein Hinweis auf lateralen Gentransfer sein könnte.
Die evolutionäre Herkunft der eukaryotischen BBM-II-Isomerase (siehe An-
hang Abbildung A.22) aus Saccharomyces wurde bereits von Fani et al. [1993]


























Abbildung 4.11: Phylogenetischer Baum der Phosphoribosyl-ATP-pyrophosphohydrolase (his2)
und -cyclohydrolase (his3). Die Sequenz aus Arabidopsis ist mit ATH gekennzeichnet. Monofunk-
tionelle Gene sind mit mono, bifunktionelle Gene mit bi und das trifunktionelle Gen aus Hefe mit
tri markiert. Die Farbcodierung der Organismenreiche entspricht der der vorherigen Abbildun-
gen.
chaebakterielle und 6 eubakterielle Gene. Fani et al. ordneten der eukaryotischen
Sequenz einen archaebakteriellen Ursprung zu. Diese Annahme steht im Wider-
spruch zu dem Ergebnis aus der vorliegenden Arbeit, das in Abbildung 4.12 dar-
gestellt ist. In dem phylogenetischen Baum der BBM-II-Isomerase wird gezeigt,
daß die Sequenz aus Hefe der direkte Nachbar der pflanzlichen Sequenzen aus
Arabidopsis [Fujimori et al., 1998] ist. Die beiden eukaryotische Gene sind ein-
deutig enger mit den Eubakterien verwandt als mit den Archaebakterien (in rot
dargestellt).
Für die bifunktionelle Imidazolglyceratphosphat-Synthase wurden wieder
zwei Bäume (siehe Anhang Abbildung A.23 und Abbildung A.24) berechnet, da
das Enzym in Eukaryoten aus zwei Untereinheiten besteht, die in Prokaryoten
einzeln codiert werden. In beiden Bäume erscheinen die beiden eukaryotischen
Sequenzen eng verwandt. Der Baum für die Glutaminamidotransferase (GAT)
am N-Terminus des pflanzlichen Enzyms ist nicht eindeutig zu interpretieren, da
die eukaryotischen Sequenzen genau zwischen Eubakterien und Archaebakterien








Abbildung 4.12: Phylogenetischer Baum der BBM-II-Isomerase. Die Sequenz aus Arabidopsis
ist mit ATH und die aus Hefe mit H gekennzeichnet. Die Farbcodierung entspricht der Angabe in
Abbildung 4.1.
archaebakteriellen Genen und bei etwa 41 % mit den eubakteriellen. Ein cya-
nobakterieller Ursprung scheint sehr unwahrscheinlich, da die Sequenz aus Syn-
echocystis zusammen mit den plastidär kodierten Genen aus Cyanidium caldari-
um [Glöckner et al., 2000] und Cyanophora paradoxa in einem entfernteren Be-
reich in diesem Baum zu finden ist. Die zweite Untereinheit am am C-Terminus
der Imidazolglyceratphosphat-Synthase, die Cyclase, aus Arbiodpsis und Hefe ist
hingegen eine engere Verwandtschaft der eukaryotischen Gene mit den eubakte-
riellen zu sehen als mit den archaebakteriellen.
Die Imidazolglyceratphosphat-Dehydratase (IGPD, siehe Anhang Abbil-
dung A.25) ist in Pflanzen ein monofunktionelles Enzym, von dem in Arabidopsis
zwei sehr ähnliche Isoenzyme identifiziert werden konnten (über 80 % identisch).
Auch in Hefe ist dieses Enzym monofunktionell. In  - und   -Proteobakterien hin-
gegen ist es bifunktionell zusammen mit der Histidinolphosphatase [Tada et al.,
1994]. Die phylogentische Herkunft der pflanzlichen IGPD ist cyanobakteriell.
Die Identität mit dem Gen aus Synechocystis liegt bei 70 %. Das eukaryotische
Gen aus Hefe hingegen ist eubakteriellen Usprungs.
Das nächste Enzym der Histidinbiosynthse ist die Histidinolphosphat-Ami-
notransferase (HPA, siehe Anhang Abbildung A.26). Die Topologie in Abbil-
dung 4.13 zeigt die archaebakterielle Herkunft der pflanzlichen Sequenz. Sie weist
40 % Identität mit dem Gen aus Archaeoglobus auf. Bei einem Vergleich mit eu-
bakteriellen Gene ergibt sich nur eine Identität von etwa 32 %.




Abbildung 4.13: Phylogenetischer Baum der Histidinolphosphat-Aminotransferase. Die Sequenz
aus Arabidopsis ist mit ATH und die aus Hefe mit H gekennzeichnet. Die Farbcodierung entspricht
der Angabe in Abbildung 4.1.
Histidinbiosynthese, gibt es leider noch keine Sequenzdaten aus Pflanzen. Die
Histidinoldehydrogenase (HDH, siehe Anhang Abbildung A.27) hingegen ist
schon aus Nicotiana tabacum isoliert worden [Malki et al., 1998], ein homologes
Gen wurd in dem Genom von Arabidopsis gefunden. In dem phylogenetischen
Baum sind in diesem Fall die beiden eukaryotischen Sequenzen sehr ähnlich und
haben einen gemeinsamen eubakteriellen Ursprung. Bond and Franklyn [2000]
zeigten den eubakteriellen Ursprung der Sequenz aus Hefe in einer umfassen-
den, phylogenetischen Analyse. Allerdings fehlten in der Analyse Sequenzen aus
Pflanzen.
Die Abbildung 4.14 faßt die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse des
Histidinstoffwechsels zusammen. Obwohl die Histidinbiosynthese im Plastiden
stattfindet und alle kernkodierten Enzyme mit Hilfe eines Transitpeptides in dieses
Organell gebracht werden, zeigen nur zwei Gene eine cyanobakterielle Abstam-
































Abbildung 4.14: Die evolutionäre Herkunft der Enzyme in der pflanzlichen Histidinsynthe-
se. Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakterielle Herkunft, grüne eine cyanobakterielle und
rote eine archaebakterielle. Die GAT läßt sich nicht eindeutig eu- bzw. archaebakteriell zu-
ordnen und ist deshalb zweifarbig. Aufgrund fehlender pflanzlicher Sequenzen ist die Her-
kunft der Histidinolphosphatphosphatase unklar (keine Farbe). Die Enzyme PRA-PH und PRA-
CH und die GAT und Cyclase liegen in Pflanzen jeweils als ein Polyprotein vor. R-5-
P: Ribose-5-phosphat, RPK: Ribose-pyrophosphokinase, PRPP: Phosphoribosylpyrophosphat,
PRT: Phosphoribosyltransferase, PR-ATP: Phosphoribosyl-ATP, PRA-PH: Phosphoribosyl-
ATP-pyrophosphohydrolase, PR-AMP: Phosphoribosyl-AMP, PRA-CH: Phosphoribosyl-ATP-
cyclohydrolase, BBM-II: N’-[(5-phosphoribosyl)-formimino]-5-aminoimidazol-4-carboxamid-
ribonukleotid, BBM-II-I: BBM-II-Isomerase BBM-III: N’-[(5-phosphoribulosyl)-formimino]-
5-aminoimidazol-4-carboxamid-ribonukleotid,GAT: Glutaminamin, IGP: Imidazolglyceratphos-
phat, IGPD: Imidazolglyceratphosphat-Dehydratase, IAP: Imidazolacetolphosphat HPA:
Histidinolphosphat-Aminotransferase,HOL-P: Histidinolphosphat, HPP: Histidinolphosphat-
phosphatase, HOL: Histidinol, HD: Histidinoldehydrogenase, HAL: Histidinal
bakterielle Gene ersetzt worden sein. In dem Fall der Histidinolphosphat-Amino-




Die evolutionäre Herkunft der drei Enzyme zur Synthese von Aspartat und Aspa-
ragin gibt ein ziemlich einheitliches Bild ab (siehe Abbildung 4.15). Sowohl die
cytosolische, mitochondriale und plastidäre Aspartat-Aminotransferase (AspAT,
siehe Anhang Abbildung A.28), die Glutamin-abhängige Asparaginsynthetase
(AS 1, siehe Anhang Abbildung A.29) als auch die Asparaginase (ASP, siehe
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Anhang Abbildung A.30) sind eng mit den  -proteobakteriellen Homologen ver-
wandt.
Die Isoformen der AspAT, die in verschiedenen Organellen transportiert wer-
den, sind vermutlich aus mehreren Genduplikationen entstanden, gefolgt von der
Akquisition eines plastidären bzw. mitochondrialen Transitpeptids. Die anderen
eukaryotischen Sequenzen geben das gleiche Bild ab, so daß man für dieses euka-
ryotische Gen einen monophyletischen Ursprung postulieren kann. Frühere Ana-
lysen zeigten ebenfalls ein sehr ähnliches Bild [Winefield et al., 1995]. Die enge
Verwandtschaft der pflanzlichen AS mit E. coli zeigen auch schon andere Unter-













Abbildung 4.15: Die evolutionäre Herkunft der Enzyme in der pflanzlichen Synthese von As-
partat und Asparagin. Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakterielle Herkunft. Die AS 1 ist nicht
farbig gekennzeichnet, da für diese keine phylogenetische Analyse möglich war. AspAT: Aspartat-
Aminotransferase, AS 1: Glutamin-abhängie Asparaginsynthetase,AS 2: Ammonium-abhängie
Asparaginsynthetase, ASP: Asparaginase.
Biosynthese von Threonin
Die Threoninsynthese wird von der Aspartatkinase (AK, siehe Anhang Abbil-
dung A.31) eingeleitet. In Pflanzen findet man sowohl mono- als auch bifunk-
tionelle Aspartatkinasen. Die monofunktionelle AK wird von Lysin gehemmt,
die bifunktionelle AK/HDH (Homoserindehydrogenase) von Threonin. An der
spezifischen Regulation der Enzyme lassen sich ihre Funktionen dem jeweiligen
Stoffwechselweg zuordnen (siehe Abbildung 4.18). Bei E. coli findet man neben
den beiden genannten AKs noch eine weitere Form, die ebenfalls bifunktionell
ist und durch Methionin gehemmt wird. Der phylogenetische Baum der AKs in
Abbildung 4.16 zeigt, daß diese Gemeinsamkeiten nicht unabhängig voneinander
entstanden sind. Sowohl die bifunktionelle als auch die monofunktionelle AK der
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Pflanzen sind am gleichen Ast wiederzufinden wie die entsprechende AKs aus  -
Proteobakterien. Daraus läßt sich ableiten, daß die unterschiedlichen AKs bereits
in dieser Form an die Eukaryoten weitergegeben worden sind. Vermutlich ist die
methionin-sensitive AK aus E.coli ursprünglich threonin-sensitiv gewesen.
Sollte diese Annahme richtig sein, so müßte sich auch bei der Analyse der Ho-
moserindehydrogenase (HSD, siehe Anhang Abbildung A.32) das gleiche Bild
ergeben. Für die Berechnung der Phylogenie wurden von allen monofunktionellen
HSDs und allen HSD-Domänen der bifunktionellen Enzyme Alignment erstellt.
Im phylogenetischen Baum zeigt sich tatsächlich die erwartete Verwandtschaft











Abbildung 4.16: Phylogenetischer Baum der mono- (mono) und bifunktionellen (bi) Aspartat-
kinasen. Die Gene aus Arabidopsis sind mit ATH gekennzeichnet. Die AKs aus E. coli sind fol-
gendermaßen markiert: AK I: bifunktionell, threonin-sensitiv, AK II: bifunktionell, methionin-
sensitiv, AK III: monofunktionell, lysin-sensitiv. Die Farbcodierung entspricht der Angabe in Ab-
bildung 4.12.
Die Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase (ASD, siehe Anhang Abbildung
A.33) hingegen zeigt eine cyanobakteriellen Herkunft. Es bildet zusammen mit
Synechocystis einen gemeinsamen Ast. Literaturstellen, in denen die biochemi-
schen Eigenschaften des pflanzlichen Enzyms untersucht werden, konnten leider
nicht gefunden werden. Die Sequenz aus Arabidopsis ist im Rahmen des Genom-
projektes annotiert worden, aus anderen Pflanzen fehlen die Daten.
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Die Homoserinkinase (HSK, siehe Anhang Abbildung A.34) gehört zu den En-
zymen, die im Rahmen dieser Arbeit aus Arabidopsis kloniert und exprimiert wur-
den. Es ist bislang die einzige bekannte pflanzliche Sequenz einer HSK. In der
phylogenetischen Analyse (siehe Abbildung 4.17, links) sind die Eubakterien und
die Archaebakterien klar in zwei Gruppen geteilt. Die pflanzliche Sequenz aus
Arabidopsis zeigt eine große Ähnlichkeit mit den Homologen aus Archaebakteri-
en. Auf diese Verwandtschaft wurde auch von Daugherty et al. [2001] hingewie-
sen, der die erste HSK aus Archaebakterien (Methanococcus jannaschii) expri-
mierte und funktionell untersuchte. Weder die HSK aus Methanococcus noch die
pflanzliche aus Arabidopsis [Lee and Leustek, 1999b] werden duch hohe Homose-
rinkonzentrationen inhibiert. Die Aktivität der HSK aus Proteobakterien hingegen
verliert bis zu 70 % an Aktivität bei einer Erhöhung der Homoserinkonzentration
auf 1 mM [Huo and Viola, 1996]. Die eubakterielle Sequenz am archaebakteriel-
len Ast stammt vom  -Proteobakterium Xylella fastdiosa. Vermutlich handelt es
sich hier um einen lateralen Gentransfer zwischen Archaebakterien und Eubakte-
rien, wie er schon in anderen Fällen beobachtet worden ist [Nesbo et al., 2001].
Der hier gezeigte eubakterielle Ursprung der HSK aus Hefe [Mannhaupt et al.,













Abbildung 4.17: Phylogenetische Bäume der Homoserinkinase (links) und der Threoninsyntha-
se (rechts). Die Gene aus Arabidopsis sind mit ATH gekennzeichnet. Aa: Aquifex aeolicus, S:
Synechocystis, Xf: Xylella fastdiosa, gram+: Gram-positive Eubakterien. Die Farbcodierung ent-
spricht der Angabe in Abbildung 4.12.
Die Threoninsynthase (THS, siehe Anhang Abbildung A.35), das letzte En-
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zym in der Threoninsynthese, wurde ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit kloniert.
Auch sie zeigt einen archaebakteriellen Ursprung (siehe Abbildung 4.17, rechts).
Ihre Identität mit archaebakteriellen Sequenzen liegt bei etwa 40 %. In diesem
Baum fällt die Stellung der gram-positiven Eubakterien besonders auf. Während
Bacillus, Staphylococcus und Mycobacterium unter den Archaebakterien zu fin-
den sind, stehen Streptococcus, Lactococcus und Clostridium bei den anderen Eu-
bakterien. Vielleicht haben alle Gram-positiven Eubakterien das archaebakterielle
Gen einmal besessen und einige haben es sekundär wieder verloren und stattdes-
sen das eubakterielle Gen behalten. Oder aber die Gram-positiven Eubakterien mit
den archaebakteriellen Gen haben dieses sekundär erworben und das eubakterielle
Gen verloren.
Biosynthese von Methionin
Ausgehend vom vorletzten Produkt der Threoninsynthese, dem Homoserinphos-
phat, beginnt die Methioninsynthese im Plastiden mit dem Enzym Cystathion-  -
Synthase (CGS, siehe Anhang Abbildung A.36). Das Enzym ist zu etwa 40 % mit
archaebakteriellen Sequenzen identisch. Das spiegelt auch die phylogenetische
Analyse wieder, in der Arabidopsis zwischen den Archaebakterien auftaucht. Die
eukaryotische Sequenz aus Hefe hingegen zeigt die größte Identität mit Gram-
positiven Eubakterien (etwa 30 %). Die Substratspezifität der CGS in Pflanzen,
Eubakterien und Hefe stimmt mit diesem Ergebnis überein. Eubakterien und Pil-
ze verwenden O-succinylhomoserin bzw. O-acetylsuccinylhomoserin als Substrat,
Pflanzen dagegen Homoserinphosphat [Ravanel et al., 1995a]. Daher würde man
auch erwarten, daß die eukaryotische Sequenz aus Hefe den eubakteriellen Se-
quenzen ähnlich ist. Über die Substratspezifität bei Archaebakterien ist jedoch in
der Literatur noch nichts berichtet worden. Man würde man bei diesem Ergebnis
Homoserinphosphat vermuten. Es kann aber natürlich auch eines von den anderen
beiden genannten sein und bei Pflanzen ist es zu einem Wechsel in der Substras-
pezifität gekommen.
Beide anderen Enzyme aus der Methioninsynthese sind eubakteriellen Ur-
sprungs. Die Cystathion-   -Lyase (CBL, siehe Anhang Abbildung A.37) zeigt
auf Sequenzenbene eine starke Ähnlichkeit mit den Enzym der Gram-positiven
Eubakterien, das Hefegen hingegen ähnelt mehr den Homologen aus Proteobak-
terien. Die Methioninsynthase (MS, siehe Anhang Abbildung A.38) zeigt bei
beiden Eukaryoten Ähnlichkeiten mit den Gram-positiven Eubakterien.
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Biosynthese von Lysin
Die Lysinbiosynthese ist bei Pflanzen in den Plastiden lokalisiert und biochemisch
noch nicht vollständig untersucht worden. Ausgehend vom Aspartatsemialdehyd
sind wahrscheinlich sieben Enzyme an der Synthese beteiligt. Von diesen wurden
bis jetzt vier auf Sequenzebene identifiziert. Zu diesen vier Genen gibt es kei-
ne Homologen aus Hefe, da Hefe Lysin nicht über den DAP-Weg synthetisiert,
sondern über den   -AA-Weg [Nishida et al., 1999].
Das erste Enzym ist die Dihydrodipicolinatsynthase (DHDP-S, siehe An-
hang Abbildung A.39). Es zeigt im phylogenetischen Baum eine eubakterielle
Verwandtschaft. Im Gegensatz dazu clustert die Dihydrodipicolinatreduktase
(DHDP-R, siehe Anhang Abbildung A.40) mit Synechocystis und ist damit einem
cyanobakteriellem Ursprung zuzuordnen. Das gleiche gilt für die Diaminopimelat-
Epimerase (DAP-E, siehe Anhang Abbildung A.41). Auch sie ist eng mit Syn-
echocystis verwandt. Die Diaminopimelat-Decarboxylase (DAP-D, siehe An-
hang Abbildung A.42), das letzte Enzym aus diesem Stoffwechsel, ist archaebak-
teriell.
Die Abbildung 4.18 gibt einen Überblick über die evolutionäre Herkunft der
Enzyme in der Threonin, Methionin und Lysinbiosynthese bei Pflanzen. Es zeigt
sich ein sehr buntes Bild, da sowohl archaebakterielle, als auch cyanobakterielle


















































Abbildung 4.18: Die evolutionäre Herkunft der Enzyme in der pflanzlichen Synthese von
Threonin, Methionin und Lysin. Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakterielle Herkunft, ro-
te eine archaebakterielle und grüne eine cyanobakterielle. Die nicht farbig gekennzeichne-
ten Enzyme konnten aufgrund fehlender Sequenzen nicht untersucht werden. Die Aspartat-
kinase existiert in einer monofunktionellen und einer bifunktionellen Form mit der Homserin-
dehydrogenase (siehe gestrichelte Linien). AK: Aspartatkinase, ASD: Aspartatsemialdehyd-
Dehydrogenase, HSD: Homserindehydrogenase, HSK: Homserinkinase, THS: Threonin-
synthase, CGS: Cystathion-   -Synthase, CBL: Cystathion-   -Lyase, MS: Methioninsyntha-
se, DHDP-S: Dihydrodipicolinatsynthase, DHDP-R: Dihydrodipicolinatreduktase, THDP-
S: Tetrahydrodipicolinat-Succinylase, SDAP-AT: Succinyldiaminopimelat-Aminotransferase,




Biosynthese von Isoleucin und Valin
Die Biosysnthese von Isoleucin und Valin werden von den gleichen Enzymen ka-
talysiert, die alle bispezifisch bezogen auf ihr Substrat sind. Nur der einleitende
Schritt der Isoleucinbiosynthese kommt in der Valinbiosynthese nicht vor. In der
Abbildung 4.20 ist der evolutionären Ursprung der beteiligten Enzyme schema-
tisch dargestellt.
Die Isoleucinbiosynthese beginnt mit der Threonindehydratase (THD, siehe
Anhang Abbildung A.43), die im Rahmen dieser Arbeit aus Arabidopsis kloniert
und exprimiert worden ist. Sie ist zu über 50 % mit der Proteinsequenz aus Syn-
echocystis identisch. Die eukaryotische Sequenz aus Hefe scheint enger mit den
Homologen aus Proteobakterien verwandt zu sein.
Die Acetolactatsynthase (ALS) besteht aus einer großen katalytischen (ilvB,
siehe Anhang Abbildung A.44) und einer kleinen regulatorischen Untereinheit
(ilvH, siehe Anhang Abbildung A.45). Beide Untereinheiten sind in den Pla-
stidengenomen der Rotalgen Porphyra [Reith and Munholland, 1993] und Cyani-
dium [Glöckner et al., 2000] und in dem Cryptophyten Guillardia theta [Douglas
and Penny, 1999] codiert. Sie zeigen eine große Ähnlichkeit mit der cyanobakte-
rielle Sequenz aus Synechocystis.
In Arabidopsis sind beide Untereinheiten in Kerngenom codiert. Die kleine
Unterheit in Pflanzen ist doppelt so groß wie die homologe, kleine Untereinheit
in Eubakterien. Das pflanzliche Gen wurde vermutlich dupliziert und liegt als ei-
ne Fusion vor [Hershey et al., 1999]. In phylogenetischen Baum (siehe Abbildung
4.19, ilvH) spricht die Topologie für einen cyanobakteriellen Ursprung des pflanz-
lichen Enzyms. Anhand der kleinen Untereinheit zeigt sich der Weg des ehemals
cyanobakteriellen Gens über die Plastide in das Kerngenom der Pflanzen. Im Ge-
gensatz dazu ist die große Untereinheit enger mit den Eubakterien verwandt. Das
cyanobakterielle Gen aus dem Plastiden ist offensichtlich während der Endosym-
biose verloren gegangen und durch das eubakterielle Homologe ersetzt worden.
In Hefe zeigen beide Untereinheiten eine eubakteriellen Urspung.
Die enge Verwandtschaft der eukaryotischen Sequenzen für die Acetohydro-
xyacidreduktoisomerase (AHRI, siehe Anhang Abbildung A.46) aus Arabidop-
sis und Hefe wurde von Dumas et al. [2001] gezeigt. In der phylogenetischen
Analyse der AHRI in der vorliegenden Arbeit zeigt sich das gleiche Ergebnis. Al-
lerdings ist keine Aussage über die evolutionäre Herkunft der Enzyme möglich. da
sich der phylogetische Baum nicht zufriedenstellend auflösen läßt. Die eukaryoti-
schen Sequenzen sind sowohl mit eubakteriellen als auch mit archaebakteriellen









Abbildung 4.19: Phylogenetische Bäume der kleinen (ilvH, links) und großen Untereinheit (ilvB,
rechts) der Acetolactatsynthase. Die Gene aus Arabidopsis sind mit ATH, aus Hefe mit H und
die plastidär kodierten aus Porphyra, Guillardia und Cyanidium mit einem * gekennzeichnet. Die
Farbcodierung entspricht der Angabe in Abbildung 4.1.
Ursprung der eukaryotischen AHRI machen zu können, sind umfassendere phy-
logenetische Analysen notwendig.
Aufgrund der Analyse der Dihydroxyacid-Dehydratase (DHD, siehe Anhang
Abbildung A.47) wird auch für dieses Enzym ein gemeinsamer Ursprung der bei-
den eukaryotischen Sequenzen postuliert. Sie clustern im phylogenetischen Baum
zusammen und mit den mit den Homologen aus Gram-positiven Eubakterien.
Insgesamt wurden in Arabidopsis sechs Aminotransferasen (AT, siehe An-
hang Abbildung A.48) für diesen Stoffwechselweg identifiziert, die eine gemein-
same Genfamilie bilden. Sie sind miteinander zwischen 60 % und 80 % identisch.
Zu den Homologen aus Gram-positiven Eubakterien zeigen sie die größte Ver-
wandschaft (etwa 40 %).
Biosynthese von Leucin
Die Biosynthese von Leucin ist eng mit der Biosynthese von Valin verknüpft
(siehe Abbildung 4.20). Die Topologie der phylogenetischen Analyse der Iso-
propylmalat-Synthetase (IPM-S, siehe Anhang Abbildung A.49) ist ein typi-
sches Beispiel für eine cyanobakterielle Abstammung eines pflanzlichen Enzyms.
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In Arabidopsis wurden vier Isoenzyme einer Genfamilie identifiziert, die zu etwa
50 % mit dem Enzym aus Synechocystis identisch sind. Das Enzym aus Hefe
dagegen ist zu 50 % mit Homologen aus Proteobakterien identisch und nur zu 30
% mit Arabidopsis.
Die Isopropylmalat-Isomerase (IPM-I, siehe Anhang Abbildung A.51 und
Abbildung A.50) besteht aus zwei Untereinheiten. Es sind noch keine experimen-
tell bestätigten Sequenzen aus Pflanzen für diese Untereinheiten verfügbar. Die
kleine Untereinheit wurde im Rahmen des Genomprojektes in Arabidopsis ge-
funden und die große Untereinheit in dieser Arbeit durch eine Datenbanksuche
mit homologen Sequenzen. Beide Proteinsequenzen zeigen eine starke Ähnlich-
keit mit Homologen aus Archaebakterien. Für eine Aussage sind in diesem Fall
jedoch weitere pflanzliche Sequenzen bzw. Funktionsanalysen des Enzyms not-
wendig.
Für die Isopropylmalat-Dehydrogenase (IPM-D, siehe Anhang Abbildung
A.52) sind in Arabidopsis zwei Isoenzymen gefunden worden, die beide zusam-
men mit Synechocystis einen gemeinsamen Ast bilden. Den letzten Schritt in der
Leucinsynthese katalysiert die gleiche Aminotransferase wie in der Valin- und
Isoleucinbiosynthese.
Biosynthese von Alanin
Aus verschiedenen Pflanzen wurden Alanin-Aminotransferasen (Ala-AT, siehe
Anhang Abbildung A.53) charakterisiert [Kikuchi et al., 1999,Muench and Good,
1994, Son and Sugiyama, 1992]. Trotzdem konnnte in dieser Arbeit keine Phy-
logenie für dieses Enzym berechnet werden, da die Aminotransferasen sich ins-
gesamt sehr ähnlich sind und die Sequenzen in den anderen Genomen meist auf-
grund fehlender experimenteller Daten nur mit Aminotransferase annotiert wor-







































































































































































































































Abbildung 4.20: Phylogenetische Herkunft der Enzyme aus den Biosynthesewegen der Amino-
säuren aus der Pyruvatfamilie (Leucin, Valin und Alanin) und von Isoleucin. Blaue Kreise kenn-
zeichnen eine eubakterielle Herkunft, rote eine archaebakterielle und grüne eine cyanobakteri-
elle. Für die AHR-I ist keine Aussage möglich, die Ähnlichkeiten mit Homologen aus Eubak-
terien und Archaebakterien sind gleich. Die Untereinheiten der IPM-I scheinen archaebakteri-
ell. Sie sind hier trotzdem nicht farbig ausgemalt, weil die pflanzlichen Sequenzen nicht experi-
mentell bestätigt sind. Die Ala-AT konnte aufgrund fehlender homologer Sequenzen nicht analy-
siert werden. THD: Threonindehydratase, ALS: Acetolactatsynthase (2 Untereinheiten), AHRI:
Acetohydroxyacidreduktoisomerase, DHD: Dihydroxyacid-Dehydratase, AT: Aminotransferase,




Biosynthese von Glycin und Serin
In Pflanzen wird Serin entweder über den Phosphoglyceratweg im Plastiden syn-
thetisiert oder über den Glykolatweg in der Photorespiration [Ho and Saito, 2001]
(siehe Abbildung 4.22).
Die Phosphoglycerat-Dehydrogenase (PGDH, siehe Anhang Abbildung A.54)
ist aus Arabidopsis charakterisiert worden [Ho et al., 1999b]. Ho et al. [1999b] un-
terteilen die eukaryotischen PGDHs von vier Eukaryoten, zwei  -Proteobakterien,
einem Gram-positiven und Synechocystis in zwei Gruppen: Zu einer Gruppe zäh-
len sie die höheren Eukaryoten (Pflanzen, Mensch und Ratte) und zur anderen
Gruppe gehört Hefe. In ihrer Analyse bilden die höheren Eukaryoten zusammen
mit den Gram-positiven Eubakterien einen Ast im phylogenetischen Baum, wäh-
rend die Hefe bei den Proteobakterien zu finden ist. Dieses Ergebnis wurde in der
vorliegenden Arbeit durch eine umfassendere Analyse (32 eubakterielle Sequen-
zen, 8 archaebakterielle und 8 eukaryotische) bestätigt.
Im Fall der Phosphoserin-Aminotransferase (PSAT, siehe Anhang Abbil-
dung A.55) clustern alle eukaryotischen Sequenzen zusammen und zeigen die
stärkste Verwandtschaft mit den Gram-positiven Eubakterien. Dies wurde auch
bereits von Ho et al. [1998] in einer Analyse mit einem kleineren Datensatz ver-
mutet.
Einen sehr interessanten phylogenetischen Baum (siehe Abbildung 4.21) zeigt
die Phosphoserin-Phosphatase (PSP, siehe Anhang Abbildung A.56). Aufgrund
der Topologie des phylogenetischen Baumes scheinen die Enzyme der höheren
Eukaryoten eine archaebakterielle Herkunft zu haben. Sie sind zwar stark evol-
viert, erkennbar an dem langen Ast, aber immer noch zu 33 % mit den archae-
bakteriellen Sequenzen identisch. Das homologe Enzym aus Hefe wurzelt in dem
Baum bei den Homologen aus den Gram-positiven Eubakterien (über 40 % Iden-
tität). Damit wird die von Ho et al. [1999a] gezeigte Phylogenie nicht bestätigt.
Dort wurden nur je drei Archaebakterien, Eubakterien und Eukaryoten (Hefe, Ara-
bidopsis und Mensch) in die Berechnungen mit einbezogen. Sie zeigten einen mo-
nophyletischen Ursprung der eukaryotischen Homologen.
In der Photorespiration sind zwei Enzyme unmittelbar an der Synthese von Se-
rin und Glycin beteiligt: Die Glycin-Decarboxylase (GDC) und die Serinhydro-
xymethyltransferase (SHMT). Die GDC ist ein Komplex aus vier Untereinhei-
ten: P-Protein (Glycin-Dehydrogenase, siehe Anhang Abbildung A.58), H-Protein
(siehe Anhang Abbildung A.57), T-Protein (Aminomethyltransferase, siehe An-







Abbildung 4.21: Phylogenetischer Baum der Phosphoserin-Phosphatase. Das Gen aus Arabidop-
sis ist mit mit ATH gekennzeichnet. H: Hefe, Hs: Homo sapiens, Dm: Drosophila melanogaster,
Ce: Caenorhabditis elegans. Die Farbcodierung entspricht der Angabe in Abbildung 4.1.
Abbildung A.59). Die Synthese der Aminosäuren findet in dem Mitochondrien
statt. Daher würde man vermuten, daß die Enzyme eubakteriell sind und aus
dem Mitochondriongenom stammen, das ursprünglich ein   -Proteobakterium war
[Gray, 1998]. Aus diesem Grund ist es nicht verwunderlich, daß das pflanzliche L-
Protein im phylogenetischen Baum mit einem   -Proteobakterium clustert. Auch
das T-Protein clustert mit Sequenzen aus   -Proteobakterien. Das mitochondriale
H-Protein zeigt ebenfalls eine eubakterielle Herkunft. Da das P-Protein die stärk-
ste Verwandtschaft zu dem cyanobakteriellen Homologen zeigt, muß man hier
einen Austausch des mitochondrialen Proteins mit einem plastidären Homologen
postulieren. Für diesen Austausch müßte das P-Protein zunächst aus dem Genom
des endosymbiontischen Cyanobakteriums, dem späteren Plastiden, in den Zell-
kern transportiert worden sein. Nach Akquisition eines mitochondriales Transit-
peptids hat es dann das ursprüngliche P-Protein im Mitochondrion verdrängt hat.
Die SHMT (siehe Anhang Abbildung A.61) hingegen zeigt wieder die erwartete
Ähnlichkeit mit   -Proteobakterien. Von diesem Enzym gibt es eine kleine Gen-




Die Biosynthese von Cystein wird in Pflanzen von zwei Enzymen katalysiert.
Die Serinacetyltransferase (SAT, siehe Anhang Abbildung A.62) und die O-
Acetylserin-(thiol)-Lyase (OAS-TL, siehe Anhang Abbildung A.63) kommen
beide in mehreren Isoformen vor und bilden zusammen den oligomeren Cystein-
synthase-Komplex. Die Isoformen sind im Plastiden, im Mitochondrion und im
Cytosol lokalisiert. So kann in allen drei Kompartimenten Cystein bereitgestellt
werden.
In der phylogenetischen Analyse zeigt sich bei beiden Enzymen, daß die Iso-
formen je einen gemeinsamen Vorläufer haben und vermutlich durch mehrere
Genduplikationen entstanden sind. Vermutlich wurden nach der Genduplikation
des Vorläufergens unterschiedliche Transitpeptide aquiriert, die den Transport in
die Kompartimente gewährleisten. Sowohl für die OAS-TL als auch für die SAT
wird ein proteobakterielles Vorläufergen postuliert. In beiden Bäumen zeigen sich
die Proteobakterien in enger Verwandtschaft zu der pflanzlichen Genfamilie. In
diesem Stoffwechselweg wurden die plastidären Gene des cyanobakteriellen En-
dosymbionten im Plastiden durch proteobakterielle Homologe ausgetauscht.

























Abbildung 4.22: Evolutionäre Herkunft der Enzyme aus der Biosynthese von Serin, Glycin
und Cystein. Gezeigt sind (1) der Phosphoglyceratweg im Plastiden und der Glykolatweg (2)
aus der Photrespiration im Mitochondrium. (3) zeigt die Enzyme der Cysteinsynthese. PGDH:
Phosphoglycerat-Dehydrogenase, PSAT: Phosphoserin-Aminotransferase, PSP: Phosphoserin-
Phosphatase, GDC: Glycin-Decarboxylase, SHMT: Serinhydroxymethyltransferase, SAT: Seri-
nacetyltransferase, ASL: O-Acetylserin-(thiol)-Lyase. Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakteri-




Das Ergebnis der phylogenetischen Analyse der Enzyme aus dem Shikimatweg
ist in Abbildung 4.25 dargestellt.
Die 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat-Synthase (DAHPS, sie-
he Anhang Abbildung A.64) wird in zwei verschiedene Typen eingeteilt. Zur
Klasse I werden die kleinen eubakteriellen Formen (etwa 39 kDA) gerechnet, die
in E. coli in drei verschiedenen Isoformen auftauchen. Je eine ist Phenylalanin-
sensitiv (aroG), Tyrosin-sensitiv (aroF) und Tryptophan-sensitiv (aroH). Der Typ
II wurde nach der großen DAHPS in Pflanzen benannt (etwa 54 kDA). Ihre Ak-
tivität wird durch keine der drei aromatische Aminosäuren gehemmt [Herrmann,
1995, Herrmann and Weaver, 1999].
Der phylogenetische Baum in Abbildung 4.24 zeigt, wie unterschiedlich sich
die beiden DAHPS-Typen in ihrer Primärstruktur sind und daß es sowohl vom
Typ I eukaryotische Sequenzen gibt (Hefe) als auch vom Typ II auch eubakteri-
elle Homologe (Proteobakterien und Gram-positive Eubakterien). Die enzymati-
sche Aktivität ist jedoch bei beiden Typen identisch. Die DAHPS vom Typ II aus
Pflanzen kann in E. coli-Mutanten, deren DAHPS-Gene defekt sind, die eubak-
terielle DAHPS vom Typ I funktionell ersetzen [Herrmann and Weaver, 1999].
Der phylogenetische Baum zeigt auch, daß die eukaryotische DAHPS aus Hefe
zum Typ I gehört, während die eukaryotische aus Pflanzen zum Typ II zu zählen
ist. In der Abbildung sind alle blauen Äste Proteobakterien, wenn sie nicht mit
gram+ gekennzeichnet sind. Die Proteobakterien besitzen die beide Typen der
DAHPS, Gram-positive Eubakterien sogar noch eine dritte Form, die sonst nur
bei Archaebakterien auftaucht. Diese liegt als Polypeptid vor und enthält zusätz-
lich die Aktivität der Chorismatmutase, die in der Synthese von Phenylalanin und
Tyrosin eine Rolle spielt.
Für die Entstehung der drei Typen der DAHPS gibt es mehrere Möglichkeiten.
Man könnte postulieren, daß der gemeinsame Vorläufer der heutigen Archaebak-
terien, Eubakterien und Eukaryoten alle drei Typen der DAHPS besaß. In den
verschiedenen Organismengruppen gingen dann unterschielich Formen verloren.
Nur die Gram-positiven Eubakterien enthalten noch alle drei Formen. Das würde
bedeuten, daß in den beiden Eukaryoten verschiedene Formen verloren gingen.
Eine andere Möglichkeit ist, daß die dritte Form eine archaebakterielle Form ist
und durch einen lateralen Gentransfer auf Bacillus übertragen wurde. Da die ar-
chaebakterielle Form eine größere Ähnlichkeit mit der Typ I zeigt, könnte man
auch im gemeinsamen Vorläufer die archaebakterielle Form und Typ II vermuten.













Abbildung 4.23: Ausschnitt aus dem multipen Alignment der DAHPS. Stellvertretend für den
Typ I sind Sequenzen aus E. coli und Hefe (AROG_ECOLI, AROH_ECOLI, AROG_YEAST,
AROF_YEAST, AROF_ECOLI) gezeigt und eine Seqeuenz aus einem Gram-positiven Eubakte-
rium (Lactobacillus lactis). Darunter stehen die beiden Sequenzen aus Bacillus subtilis und dem
Archaebakterium Sulfolobus solfataricus. Die letzten Sequenzen aus Arabidopsis (ARATH), ei-
nem  -Proteobakterium (Sinorhizobium meliloti) und dem Gram-positiven Eubakterium Mycob-
acterium tuberculosis gehören zum Typ II.
Dafür sprechen einige Bereiche im multiplen Alignment. Die Abbildung 4.23
zeigt einen Ausschnitt. Es sind nur ein paar der Sequenzen aus dem phylogeneti-
schen Baum stellvertretend für die drei Typen der DAHPS gezeigt. Die Sequenz
de Gram-positiven Eubakteriums Lactobacillus lactis könnte man als eine Über-
gangsform zwischen der archaebakteriellen Form und Typ ansehen, da in der Se-
quenz an der gleichen Position eine Insertion auftritt, die auch in der archaebakte-
riellen Sequenz zu sehen ist, auch wenn sie sich auf Sequenzebene unterscheiden.
In Pflanzen wurde nicht nur im Plastiden eine DAHPS nachgewiesen, sondern
auch im Cytosol [Schmid and Amrhein, 1995]. Zu dieser Isoform der DAHPS
fehlen bis jetzt molekulare Studien.
Das nächste Enzym im Chorismatweg ist die Dehydroquinat-Synthase (DHS,
siehe Anhang Abbildung A.65). Sie ist in fast allen untersuchten Spezies mo-
nofunktionell. In Hefe findet man die DHS in dem aroM-Multikomplex, einem
Polypeptid, das alle folgenden Enzyme aus dem Shikimatweg außer der Choris-
matsynthase enthält [Herrmann and Weaver, 1999]. Das pflanzliche DHS-Enzym
zeigt einen eubakteriellen Ursprung.
In Pflanzen werden die folgenden beiden Schritte von der bifunktionellen
Shikimat:NADP-Oxidoreduktase katalysiert. Sie enthält sowohl die Dehydroqui-
nat-Dehydratase (DHD, siehe Anhang Abbildung A.67) als auch die Shikimat-
Dehydrogenase (SD, siehe Anhang Abbildung A.66). Die DHD zeigt deutlich ei-
ne archaebakterielle Herkunft im phylogenetischen Baum. Sie gehört weder zum
Typ I noch zum Typ II, den man bei Eubakterien gefunden hat [Herrmann and















Abbildung 4.24: Phylogenetischer Baum der DAHPS. Die Gene aus Arabidopsis ist mit mit
ATH gekennzeichnet. gram+: Gramp-positive Eubakterien, bi: bifunktionelle DAHPS in Archae-
bakterien und Bacillus, F: Phenylalanin-sensitive DAHPS, W: Tryptophan-sensitive DAHPS, Y:
Tyrosin-sensitive DAHPS, class I: DAHPS vom Typ I, class II: DAHPS vom Typ II. Alle blauen
Äste, die nicht mit gram+ markiert sind, enthalten Proteobakterien. Die Farbcodierung entspricht
der Angabe in Abbildung 4.12.
teriellen Homologen abgelesen werden. Da der Baum an dieser Stelle nicht sehr
stabil scheint, ist der Ursprung nicht ganz eindeutig zu sehen.
Der evolutionäre Ursprung der Shikimatkinase (SK, siehe Anhang Abbildung
A.68) dagegen ist eindeutig cyanobakteriell. Arabidopsis und Synechocystis bil-
den im phylogenetischen Baum einen gemeinsamen Ast. Für die 5-Enolpyruvyl-
shikimat-3-phosphat-Synthase (EPSP-Synthase, siehe Anhang Abbildung A.69)
muß im Gegensatz dazu wieder eine eubakterielle Herkunft postuliert werder auf-
grund der engen Verwandtschaft mit den Homologen aus Proteobakterien.
Das letzte Enzym aus dem Skikimatweg ist die Chorismatsynthase (CS, sie-
he Anhang Abbildung A.70), die ein ähnliches Ergebnis wie die SK zeigt. Der
cyanobakterielle Ursprung der CS wurde auch schon in anderen Arbeiten gezeigt
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Abbildung 4.25: Phylogenetische Herkunft der Enzyme des Chorismatweges im Zusammenhang
mit ihrer Position in diesem Stoffwechsel. Die bifunktionelle Shikimat:NADP-Oxidoreduktase
enthält die Enzyme innerhalb der gestrichelten Linien. PEP: Phophoenolpyruvat, E-4-P:
Erythrose-4-phosphat, DAHPS: 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate-Synthase vom
Typ II, DHS: Dehydroquinat-Synthase, DHD: Dehydroquinat-Dehydratase, SD: Shikimat-
Dehydrogenase, SK: Shikimatkinase, EPSP: 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat, EPSP-S: EPSP-
Synthase, CS: Chorismatsynthase. Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakterielle Herkunft, rote
eine archaebakterielle und grüne eine cyanobakterielle. Die SD konnte nicht eindeutig zugeordnet
werden, es wird jedoch eine archaebakterielle Herkunft vermutet.
Synthese von Tryptophan
Die Tryptophansynthese wird durch die Anthranilatsynthase (AS, siehe Anhang
Abbildung A.71 und Abbildung A.72) eingeleitet. Sie besteht aus zwei verschie-
denen Untereinheiten (   oder Komponente I und   oder Komponente II), die in al-
len Organismen von verschiedenen Genen codiert werden. Bei einigen findet man
die   -Untereinheit als eine Genfusion mit der Phosphoribosylanthranilattransfera-
se oder aber mit der Indolglyceratphosphat-Synthase, einem weiteren Enzym aus
dem Tryptophanstoffwechsel. Die erste Variante gibt es z. B. in Thermotoga ma-
ritima, die zweite in Saccharomyces cerevisiae. Für die   -Untereinheit der AS
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ergibt sich in der vorliegenden Arbeit eine eubakterielle Herkunft. Alle drei Iso-
formen zeigen sich an einem Ast zusammen mit einem Gram-positiven Eubakte-
rium. Die vier Isoformen der   -Untereinheit hingegen sind eng mit Synechocy-
stis verwandt. Ihre cyanobakterielle Herkunft wird durch die plastidär kodierten
  -Untereinheiten in den Rotalgen Porphyra und Cyanidium und dem Glaucocy-
stophyten Cyanophora paradoxa unterstützt. Cyanophora gehört zu den sehr ur-
sprünglichen Algen und enthält noch die Peptidoglukanzellwand des cyanobak-
teriellen Endosymbionten in den Cyanellen (besondere Plastidenform) [Helm-
chen et al., 1995]. Anhand des Vorkommens und der Verwandschaften der   -
Untereinheit läßt sich der Weg dieses Gens von der kernkodierten Form in Arabi-
dopsis über die plastidär kodierten in den Algen bis zum Ursprung in den heutigen
Cyanobakterien zurückverfolgen.
Das Ergebnis der phylogenetischen Analyse der Phosphoribosylanthranilat-
transferase (PAT, siehe Anhang Abbildung A.73) läßt keine eindeutige Aussage
über die phylogenetishe Herkunft der pflanzlichen Sequenz zu. Sie bildet zwar
einen Ast mit den Homologen aus Archaebakterien, aber die Äste sind in diesem
Teil des Baumes nicht sehr stabil. Auch die andere eukaryotische Sequenz aus
Hefe ist in diesem Teil des Baumes zu finden. Es wird für beide eine Tendenz zur
archaebakteriellen Herkunft postuliert.
Sowohl von für die Phosphoribosylanthranilatisomerase (PAIS, siehe An-
hang Abbildung A.74) als auch für die Indolglyceratphosphat-Syn-thase (IGPS,
siehe Anhang Abbildung A.75) sind je zwei Isoformen gefunden worden. Wäh-
rend die PAI im phylogenetischen Baum einen eubakteriellen Ursprung zeigt, ist
die IGPSS cyanobakteriell.
Das letzte Enzym in diesem Biosyntheseweg ist die Tryptophan-Syntha-
se (TSS, siehe Anhang Abbildung A.76 und Abbildung A.77). Ähnlich wie die
AS besteht sie aus einer   - und einer   -Untereinheit, die bei allen Organismen
von zwei Gene codiert werden, nur in Hefe liegen sie in Form einer Genfusion
vor [Zalkin and Yanofsky, 1982]. Beide Untereinheiten sind aus Arabidopsis cha-
rakterisiert worden [Berlyn et al., 1989, Radwanski et al., 1995]. Die beiden Iso-
formen der   -Untereinheit sind vermutlich durch eine Duplikation entstanden und
gehören einer Genfamilie an. Im phylogenetischen Baum ist wieder eine enge Ver-
wandtschaft mit den plastidär kodierten Genen von Cyanidium [Ohta et al., 1994]
und Porphyra [Reith and Munholland, 1993] und dem Cyanobakterium Synecho-
cystis zu sehen.
Bis jetzt wurden nur sehr verwandte Isoformen der   -Untereinheit aus Arabi-
dopsis charakterisiert. In Rahmen des Genomprojektes wurde allerdings eine neue
Form der   -Untereinheit gefunden. Im phylogenetischen Baum (siehe Abbildung
4.26) ist zu sehen, daß die bisher bekannten   -Untereinheiten genauso wie die
  -Untereinheit aus dem cyanobakteriellen Endosymbionten stammen. Der neue
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Typ der   -Untereinheit zeigt schon im multiplen Alignment für die   -Untereinheit




Abbildung 4.26: Phylogenetischer Baum der   -Untereinheit der Tryptophansynthase. Die cyano-
bakteriellen Isoformen sind mit ATH I markiert, die neue archaebakterielle Form mit ATH II.
Die Farbcodierung entspricht der Angabe in Abbildung 4.12.
Die   -Untereinheit vom Typ I findet man in Eubakterien, Archaebakterien und
Eukaryoten (linke Seite des Baumes in der Abbildung 4.26).Tang et al. [1999] be-
zeichneten die   -Untereinheit der TS als eines der konserviertesten Enzyme in
der Tryptophansynthese, da das Enzym aus Pyrococcus eine 58 % Identität mit
E. coli aufweist und 54 % mit Hefe. Allerdings wurde die   -Untereinheit vom
Typ II nicht mit in diese Analyse einbezogen. Der Typ II ist fast nur in Archae-
bakterien zu finden. Zu diesem Typ gehört auch die neue Form aus Arabidopsis
sowie eine eubakterielle Sequenz aus Thermotoga maritima. Die beiden sind sich
sehr ähnlich (Identität von 60 %). Es stellt sich die Frage, ob die Sequenz aus
Arabidopsis direkt aus einem Archaebakterium stammt oder aber über einen late-
ralen Gentransfer das archaebakterielle Gen aus Archaebakterien an Eubakterien
weitergeben wurde und später im Zuge der Endosymbiose ins Genom der Pflan-
ze transferiert wurde. Dies ist eine sehr vage Vermutung. Und der phylogentische
Baum ist auch an diesem Bereich nicht ganz sicher. Insofern kann man wohl nun
eine Aussage darüber treffen, daß die Sequenz aus Arabidopsis einen archaebak-
teriellen Ursprung hat. Der laterale Gentransfer zwischen Archae und Thermotoga
ist im Zusammenhang mit der Sequenzierung des Genoms diskutiert worden [Nel-
son et al., 1999]. Es wurde aufgezeigt, daß auch in der Aminosäuresynthese viele
Enzyme aus Thermotoga eine größere Ähnlichkeit mit archaebakteriellen Homo-
logen zeigen als mit eubakteriellen.
Die Abbildung 4.27 stellt die phylogenetische Analyse der oben genannten















Abbildung 4.27: Phylogenetische Herkunft der Enzyme des Tryptophansynthese. AS: Anthra-
nilatsynthase, PAT: Phosphoribosylanthranilattransferase, PRA: Phosphoribosylanthranilat, PAI:
Phosphoribosylanthranilatisomerase, CPADP: 1-(O-Carboxyphenylamino)-1-1desoxyribulose-5-
phosphat, IGPS: Indolglyceratphosphat-Synthase, IGP: Indolglyceratphosphat, TS: Tryptophan-
Synthase mit zwei Untereinheiten,  und   . Blaue Kreise kennzeichnen eine eubakterielle, rote
eine archaebakterielle und grüne eine cyanobakterielle Herkunft.
Synthese von Tyrosin und Phenylalanin
Der Biosyntheseweg von Tyrosin und Phenylalanin ist in Pflanzen noch nicht voll-
ständig aufgeklärt worden. Daher konnten für diesen Stoffwechselweg auch nur
ein einige Enzyme phylogenetisch untersucht werden. Für die monofunktionelle
Chorismatmutase (CM„ siehe Anhang Abbildung A.78) aus Arabidopsis wurde
nur ein homologes Enzym in Hefe gefunden, das zu 39 % identisch ist. Die archae-
bakterielle Sequenz aus Methanococcus jannaschii [MacBeath et al., 1998] unter-
scheidet sich so stark, daß kein mulitples Alignment mit der monofunktionellen
CM aus Arabidopsis möglich ist. Auch von der Tyrosin-Aminotransferase (Hy-
droxyphenylpyruvat-Aminotransferase, HPP-AT, siehe Anhang Abbildung A.79)
konnte keine aussagekräftige Phylogenie berechnet werden. Dieses Problematik
trat auch schon bei der Analyse der Alanin-Amintransferase auf, da die Ami-
notransferasen an sich nicht ausreichend annotiert sind.
Die bifunktionellen CM/PDH und CM/PD sind beide wahrscheinlich eubak-
teriellen Ursprungs. Im Falle der CM/PD weist das Enzym aus Arabiopsis die
größte Ähnlichkeit mit dem ebenfalls bifunktionellem Enzym aus Deinococcus
auf (40 % Identität). Diese Verwandtschaft wird durch die phylogenetische Ana-
lyse bestätigt. In dem phylogenetischen Baum der CM/PDH erscheint Arabidopsis
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zusammen mit dem T-Protein aus E.coli [Ahmad and Jensen, 1987 und 1988]. Da
diese Identität jedoch nur 25 % beträgt, im multiplen Alignment kaum konser-
vierte Bereiche zu erkennen sind und die Sequenz nicht experimentell bestätigt
worden ist, wird hier von einer Interpretation des Baumes abgesehen. Aus diesem
Stoffwechselweg konnte letztendlich nur für die CM/PD eine Aussage hinsicht-
lich ihres eubakteriellen Ursprungs gemacht werden.
4.2.6 Der Ursprung der Enzyme gleicht einem Mosaik
In dieser umfassenden Analyse der Biosynthesewege aller proteinogenen Amino-
säuren wurde gezeigt, daß die Herkunft der Enzyme im pflanzlichen Stoffwechsel
einem Mosaik gleicht. Insgesamt wurden 42 eubakterielle, acht archaebakterielle
und 22 cyanobakterielle Vorläufergene postuliert.
Auch wenn in dieser Analyse die Mehrzahl der Enzyme eubakteriell erscheint,
so muß man bedenken, daß auch der Datensatz zum einem größten Teil aus eu-
bakteriellen Sequenzen besteht. Es konnte leider nur ein Cyanobakterium in die
Analyse mit einbezogen werden. Das Genom von Synechocystis [Kaneko et al.,
1996] ist momentan das einzige cyanobakterielle Genom, das verfügbar ist. Wür-
de man diese Analyse mit mehreren cyanobakteriellen Genomen wiederholen, so
ist zu erwarten, daß noch mehr Enzyme einen cyanobakteriellen Ursprung zeigen.
In dieser Analyse konnte nämlich nur dann die cyanobakterielle Herkunft eines
Enzym postuliert werden, wenn es die größte Ähnlichkeit mit dem Homologen
aus Synechocystis gezeigt hat. Ist es aber z. B. aufgrund des lateralen Gentransfers
in Eubakterien [Martin, 1999,Doolittle, 1999,Ochman et al., 2000] zu einem Gen-
transfer zwischen Synechocystis und einem anderem Eubakterium gekommen, in
dem ein cyanobakterielles Gen auf das Eubakterium übertragen wurde, so findet
man die größte Ähnlichkeit vielleicht stattdessen mit dem Homologen aus dem
Eubakterium.
Da der laterale Gentransfer nicht nur zwischen Eubakterien beobachtet wurde,
sondern auch zwischen Eubakterien und Archaebakterien [Nelson et al., 1999],
können ebenso mehr archaebakterielle Gene in diesem Stoffwechselweg enthalten
sein als in der vorliegenden Arbeit identifiziert worden sind.
Auch wenn sich das Verhältnis zwischen den Enzymen mit einem eubakteri-
ellen, archaebakteriellen und cyanobakteriellen Ursprung durch weitere Analysen
mit mehr Genomen oder anderen phylogenetischen Algorithmen vielleicht noch
ändern wird, ist und bleibt der Ursprung der Gene in diesem Stoffwechselweg
vielfältig. Er stellt sich als ein Mosaik aus cyanobakteriellen, archaebakteriellen
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und eubakteriellen Genen dar, in dem es scheinbar keine Regel gibt, wann ein Gen
welcher Herkunft ist. Es wurden sowohl eubakterielle Gene in Plastiden (cya-
nobakterieller Endosymbiont) gefunden als auch cyanobakterielle Gene in Mit-
ochondrien (   -proteobakterieller Endosymbiont). Die Diversität reicht bis in die
Untereinheiten von Enzymen und den funktionellen Einheiten von Polypeptiden
hinein.
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Anhang 156











Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CDL9
Bacillus halodurans Q9K665
Helicobacter pylori strain 26695 GLNA_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 GLNA_HELPJ
Campylobacter jejuni Q9PPK8
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K134
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JSU6
Xylella fastidiosa Q9PCD9
Escherichia coli O157:H7 escco2_84







Synechocystis sp. (strain PCC 6803) GLNA_SYNY3
Aquifex aeolicus GLNA_AQUAE











































Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P77970








































































Abbildung A.1: Glutaminsynthetase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 1
Anhang 157
Q38946.aln.protml.eps protml 2.3b3 
NADP Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_417
NADP Bacillus halodurans Q9KB34
NADP Sinorhizobium meliloti sinme1_338
NADP Escherichia coli strain K12 DHE4_ECOLI
Escherichia coli O157:H7 escco2_33
Deinococcus radiodurans Q9RTN9
Pasteurella multocida Q9CPJ4
NADP Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JT56
NADP Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JY71
Pseudomonas aeruginosa Q9HVJ7
NADP  Streptococcus pneumoniae strpne_377
NADP Saccharomyces cerevisiae DHE5_YEAST
NADP Saccharomyces cerevisiae DHE4_YEAST
NADP Helicobacter pylori strain J99 DHE4_HELPJ
NADP Helicobacter pylori strain 26695 DHE4_HELPY
Arabidopsis thaliana Q9C8I0
NAD(P) Homo sapiens DHE4_HUMAN




NAD(P) Arabidopsis thaliana DHE1_ARATH
NAD(P) Arabidopsis thaliana DHE3_ARATH
NAD(P) Arabidopsis thaliana DHE2_ARATH
NAD Sulfolobus solfataricus sulsol_316
NAD Sulfolobus solfataricus sulsol_312
NAD Sulfolobus solfataricus sulsol_313
NAD Sulfolobus solfataricus sulsol_308
NAD(P) Aeropyrum pernix DHE3_AERPE
Bacillus halodurans Q9K9D0
NAD Bacillus subtilis GUDB_BACSU
Bacillus halodurans Q9KCE9
Bacillus halodurans Q9K5Z3
NAD Bacillus subtilis DHE2_BACSU





NAD(P) Pyrococcus abyssi DHE3_PYRAB
NAD(P) Pyrococcus horikoshii DHE3_PYRHO
NADP Synechocystis sp. (strain PCC 6803) DHE4_SYNY3
Bacillus halodurans Q9KEM8
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HQE1
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HRM7
NADP Halobacterium sp. (strain NRC-1) DHE4_HALN1
NAD(P) Thermotoga maritima DHE3_THEMA
Deinococcus radiodurans Q9RVP5
NAD Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JYQ5
NAD Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTP6


















































Abbildung A.2: Glutamatdehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 2 und 3
Anhang 158
BAA97323_large.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Campylobacter jejuni Q9PJA4
Staphylococcus aureus strain N315 Q99WD1
Bacillus subtilis GLTB_BACSU
Bacillus halodurans Q9KC46
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) GLTB_SYNY3










Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_450
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CG24
Porphyra purpurea cpporp_505
Cyanidium caldarium cpcya_494
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) GLTS_SYNY3
Ferredoxin Arabidopsis thaliana GLS1_ARATH
Ferredoxin Arabidopsis thaliana GLS2_ARATH
Aquifex aeolicus O67512
Escherichia coli O157:H7 escco2_68
































Abbildung A.3: Glutamatsynthase mit allen großen Untereinheiten, siehe Tabelle 3.1 Nr. 4 und 5
Anhang 159BAA97323_small.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CG25
Campylobacter jejuni Q9PJA2
 NAD Arabidopsis thaliana Q9LV03
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P72762
Bacillus halodurans Q9KC45
Bacillus subtilis O34399
Staphylococcus aureus strain N315 Q99WD0
Drosophila melanogaster Q9VVA4
Vibrio cholerae Q9KPJ3
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_451






Escherichia coli strain K12 GLTD_ECOLI













Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_418
Thermotoga maritima Q9X0U4
Porphyra purpurea cpporp_505
Ferredoxin Arabidopsis thaliana GLS1_ARATH
Ferredoxin Arabidopsis thaliana GLS2_ARATH









































Abbildung A.4: Glutamatsynthase mit allen kleinen Untereinheiten, siehe Tabelle 3.1 Nr. 4 und 5
Anhang 160







Synechocystis sp. (strain PCC 6803) PROA_SYNY3
Escherichia coli O157:H7 escco2_14





Mycobacterium tuberculosis H37Rv PROA_MYCTU
Mycobacterium leprae PROA_MYCLE
Treponema pallidum PROA_TREPA
Neisseria meningitidis (serogroup A) PROA_NEIMA




Lactococcus lactis (subsp lactis) PROA_LACLA
Streptococcus pyogenes Q99YJ8









































Abbildung A.5:   -Glutamatkinase (proA), siehe Tabelle 3.1 Nr. 6
Anhang 161P54888_proB.aln.protml.eps protml 2.3b3 




Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZG2
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JUK7
Streptococcus pneumoniae strpne_365
Escherichia coli O157:H7 escco2_13


























































Abbildung A.6: Glutamatsemialdehydreduktase (proB), siehe Tabelle 3.1 Nr.
Anhang 162










Mycobacterium tuberculosis H37Rv PROC_MYCTU










Escherichia coli O157:H7 escco2_16
Escherichia coli strain K12 PROC_ECOLI










Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEF7
Streptococcus pyogenes Q9A1S9
Helicobacter pylori strain J99 PROC_HELPJ









Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JWW2

















































-pyrrolin-5-carboxylatreductase (proC), siehe Tabelle 3.1 Nr. 8
Anhang 163
BAB08263.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Escherichia coli O157:H7 BAB37378








Staphylococcus aureus strain N315 Q99VD1












Abbildung A.8:  -Ornithinaminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 9
Anhang 164
T46192.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_462
Staphylococcus aureus strain N315 Q99X39
Escherichia coli O157:H7 escco2_88






Lactococcus lactis (subsp lactis) ARGB_LACLA











Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZF7
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JUK2
Pseudomonas aeruginosa Q9HTN2












































Abbildung A.9: N-Acetylglutamatkinase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 10
Anhang 165AAC62122.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Saccharomyces cerevisiae AR56_YEAST
Xylella fastidiosa Q9PEM6
Escherichia coli O157:H7 escco2_87






Staphylococcus aureus strain N315 Q99X37
Lactococcus lactis (subsp lactis) ARGC_LACLA




Synechocystis sp. (strain PCC 6803) ARGC_SYNY3
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVU6
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JY18
Pseudomonas aeruginosa Q9I5Q9
Arabidopsis thaliana O82187














































Abbildung A.10: N-Acetylglutamatsemialdehydreduktase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 11
Anhang 166AAF27117.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Methanococcus jannaschii ARGD_METJA
Methanobacterium thermoautotrophicum ARGD_METTH
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ARGD_MYCTU
Mycobacterium leprae Q9CC12
Thermotoga maritima ARGD_THEMA
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_461
Saccharomyces cerevisiae ARGD_YEAST
Arabidopsis thaliana Q9M8M7
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) ARGD_SYNY3
Escherichia coli O157:H7 escco2_71





Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTX9












































Abbildung A.11: Acetylornithin-Aminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 12
Anhang 167
AAC98066.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Arabidopsis thaliana Q9ZUR7







Staphylococcus aureus strain N315 Q99X38
Thermotoga maritima Q9X2A3
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_464
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_470
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CHD4
Mycobacterium leprae Q9CC14
Mycobacterium tuberculosis H37Rv P94988
Deinococcus radiodurans Q9RTQ2
Saccharomyces cerevisiae ARGJ_YEAST

























Abbildung A.12: Ornithinacetyltransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 13





Staphylococcus aureus strain N315 Q99UR5
Streptococcus pyogenes Q9A0C6
Streptococcus pneumoniae strpne_375
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CFV2
Bacillus halodurans Q9K8V7
Bacillus subtilis CARY_BACSU
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_466
Mycobacterium tuberculosis H37Rv CARB_MYCTU
Mycobacterium leprae Q9CCR2
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JXW8
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JW02
Pasteurella multocida Q9CKV0
Escherichia coli O157:H7 escco2_7








Helicobacter pylori strain 26695 O25577
Helicobacter pylori strain J99 Q9ZKT2
Campylobacter jejuni Q9PIL7
Arabidopsis thaliana Q42601















































Abbildung A.13: Carbamoylphosphatsynthase, große Untereinheit, siehe Tabelle 3.1 Nr. 14









Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CF80
Staphylococcus aureus strain N315 Q99UR6
Bacillus subtilis CARX_BACSU
Thermotoga maritima Q9WZ28
Mycobacterium tuberculosis H37Rv CARA_MYCTU
Mycobacterium leprae Q9CCR3
Aquifex aeolicus O66727
Helicobacter pylori strain J99 Q9ZJY9
Helicobacter pylori strain 26695 O25835
Campylobacter jejuni Q9PMG8
Arabidopsis thaliana Q9LVW7
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P74587
Porphyra purpurea cpporp_501
Cyanidium caldarium cpcya_493
Escherichia coli O157:H7 escco2_6




Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVZ6






















































Abbildung A.14: Carbamoylphosphatsynthase, kleine Untereinheit, siehe Tabelle 3.1 Nr. 15
Anhang 170T51617.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Streptococcus pyogenes OTCC_STRPY
Streptococcus pneumoniae strpne_398
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CE14
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CHD1




Escherichia coli strain K12 OTC1_ECOLI
Escherichia coli O157:H7 escco2_91




Neisseria meningitidis (serogroup A) OTCC_NEIMA
Neisseria meningitidis (serogroup B) OTCC_NEIMB
Sinorhizobium meliloti sinme1_343
Staphylococcus aureus strain N315 Q9K3A1

















Mycobacterium tuberculosis H37Rv OTCA_MYCTU
Mycobacterium leprae OTCA_MYCLE
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) OTCA_SYNY3
Deinococcus radiodurans Q9RY70
Arabidopsis thaliana OTC_ARATH
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEY4





















































Abbildung A.15: Ornithincarbamoyltransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 16

















Synechocystis sp. (strain PCC 6803) ASSY_SYNY3




Staphylococcus aureus strain N315 Q99VC7











Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JXC1
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JWM1
Escherichia coli O157:H7 escco2_67




































Abbildung A.16: Argininosuccinatsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 17
Anhang 172CAB10698.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Archaeoglobus fulgidus ARLY_ARCFU







Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K0G8







Synechocystis sp. (strain PCC 6803) ARLY_SYNY3
Bacillus subtilis ARLY_BACSU
Bacillus halodurans Q9K821
Lactococcus lactis (subsp lactis) ARLY_LACLA
Staphylococcus aureus strain N315 Q99VC8
Escherichia coli O157:H7 escco2_89





Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_439
Aquifex aeolicus ARLY_AQUAE





































Abbildung A.17: Argininosuccinatlyase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 18
Anhang 173









































Staphylococcus aureus strain N315 Q99WA3
Streptococcus pyogenes Q9A1Z7
Streptococcus pneumoniae strpne_356
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CHB8
Streptococcus pneumoniae strpne_371
Streptococcus pyogenes Q99ZR0
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEI4
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_482
Helicobacter pylori strain J99 KPRS_HELPJ




Escherichia coli O157:H7 escco2_23
Escherichia coli strain K12 KPRS_ECOLI
Buchnera aphidicola KPRS_BUCAI
Vibrio cholerae Q9KQ22









































































Abbildung A.18: Ribosepyrophosphokinase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 19
Anhang 174BAA89269.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Pseudomonas aeruginosa Q9HVW8





Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CG94
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_429
Staphylococcus aureus strain N315 Q99QW2
Deinococcus radiodurans Q9RUE2
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) HIS1_SYNY3
Methanobacterium thermoautotrophicum HIS1_METTH
Methanococcus jannaschii HIS1_METJA
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HN53
Sulfolobus solfataricus sulsol_269







Escherichia coli O157:H7 escco2_34





































Abbildung A.19: ATP-Phosphoribosyltransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 20
Anhang 175





Staphylococcus aureus strain N315 Q99QW9
Escherichia coli strain K12 HIS2_ECOLI









Lactococcus lactis (subsp lactis) HIS2_LACLA
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) HIS2_SYNY3
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_436


































Abbildung A.20: Phosphoribosyl-ATP-Pyrophosphohydrolase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 21
Anhang 176
O82768_hisI.aln.protml.eps protml 2.3b3 




Lactococcus lactis (subsp lactis) HIS2_LACLA
Bacillus halodurans Q9K6Z7
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) HIS2_SYNY3
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HN23
Methanobacterium thermoautotrophicum HIS3_METTH
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVH6




Escherichia coli strain K12 HIS2_ECOLI







Staphylococcus aureus strain N315 Q99QW9







































Abbildung A.21: Phosphoribosyl-ATP-Cyclohydrolase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 22
Anhang 177









Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K0H3
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVH4
Pseudomonas aeruginosa Q9HU43
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) HIS4_SYNY3
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_433
Bacillus halodurans Q9K6Z5
Bacillus subtilis HIS4_BACSU





Escherichia coli strain K12 HIS4_ECOLI





























Abbildung A.22: BBM-II-Isomerase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 23











Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_432
Staphylococcus aureus strain N315 Q99QW6
Lactococcus lactis (subsp lactis) HIS5_LACLA









Neisseria meningitidis (serogroup B) HIS5_NEIMB







Escherichia coli strain K12 HIS5_ECOLI





































Abbildung A.23: N-Terminus der Imidazoglyceratphosphat-Synthetase: Glutamin-
Amidotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 24
Anhang 179








Synechocystis sp. (strain PCC 6803) HIS6_SYNY3
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HR52
Mycobacterium tuberculosis H37Rv HIS6_MYCTU
Mycobacterium leprae Q9X7C2
Deinococcus radiodurans Q9RWD7
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVH5





Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_434





Escherichia coli O157:H7 escco2_40









































Abbildung A.24: C-Terminus der Imidazoglyceratphosphat-Synthetase:Cyclase, siehe Tabelle 3.1
Nr. 25
Anhang 180AAK82500.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Escherichia coli O157:H7 escco2_37









Synechocystis sp. (strain PCC 6803) HIS7_SYNY3






Lactococcus lactis (subsp lactis) HIS7_LACLA
Staphylococcus aureus strain N315 Q99QW5




Mycobacterium tuberculosis H37Rv HIS7_MYCTU
Mycobacterium leprae HIS7_MYCLE
Methanobacterium thermoautotrophicum HIS7_METTH


































Abbildung A.25: Imidazolglycerolphosphatdehydratase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 26
Anhang 181

















Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HQS0
Mycobacterium tuberculosis H37Rv P72039
Staphylococcus aureus strain N315 Q99QW4
Aquifex aeolicus O67857
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTH8
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JYH7
Deinococcus radiodurans Q9RRM7
Mycobacterium tuberculosis H37Rv HIS8_MYCTU
Mycobacterium leprae Q9X7B8
Pasteurella multocida Q9CLM3
Escherichia coli O157:H7 escco2_36










Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_471
Lactococcus lactis (subsp lactis) HIS8_LACLA





























































Abbildung A.26: Histidinolphosphat-Aminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 27
Anhang 182BAB40445.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Mesorhizobium loti meslot_639
Sinorhizobium meliloti sinme1_341
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) HISX_SYNY3
Arabidopsis thaliana Q9FN00
Saccharomyces cerevisiae HIS2_YEAST
Escherichia coli O157:H7 escco2_35







Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_430




Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTH9











Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HPW5
Mycobacterium tuberculosis H37Rv HISX_MYCTU
Mycobacterium leprae Q9CC57

































Abbildung A.27: Histidinoldehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 28
Anhang 183







Helicobacter pylori strain J99 Q9ZLG5
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_453
Aquifex aeolicus AAT_AQUAE
Mesorhizobium loti meslot_608
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) Q55453
Streptococcus pyogenes Q9A0S0
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEK7
Thermoplasma acidophilum Q9HK41
Thermotoga maritima Q9X224









Chlamydia pneumoniae strain AR39 Q9Z856
plast Arabidopsis thaliana AAT3_ARATH
cytosol Arabidopsis thaliana P46646
cytosol Arabidopsis thaliana P46645
plast Arabidopsis thaliana O49392
Pasteurella multocida Q9CN25
Haemophilus influenzae AAT_HAEIN
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVS3
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K0P5
Escherichia coli O157:H7 escco2_22
Escherichia coli strain K12 AAT_ECOLI
Vibrio cholerae Q9KSG3
Pseudomonas aeruginosa AAT_PSEAE





























































Abbildung A.28: Aspartat-Aminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 29




Escherichia coli O157:H7 escco2_19
















Mycobacterium tuberculosis H37Rv ASNH_MYCTU
Mycobacterium leprae Q9CCF2
Bacillus subtilis ASNB_BACSU
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CDJ2
Mesorhizobium loti meslot_631
Bacillus subtilis ASNO_BACSU































































Abbildung A.30: Asparaginsynthetase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 31
Anhang 186
AAB63104_AK_AND_AK_HDH.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Methanobacterium thermoautotrophicum O26893







AK-HDH Arabidopsis thaliana Q9SHF9
AK-HD Arabidopsis thaliana Q9SA18
AK-HD Arabidopsis thaliana O81852
Xylella fastidiosa Q9PBB9
AKII-HDH Escherichia coli strain K12 AK2H_ECOLI
AKII-HDH Escherichia coli O157:H7 escco2_86
Vibrio cholerae Q9KNP7
AKI-HDH Escherichia coli O157:H7 escco2_2








Helicobacter pylori strain J99 AK_HELPJ
Helicobacter pylori strain 26695 AK_HELPY
Campylobacter jejuni Q9PHT4
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTN3









Staphylococcus aureus strain N315 Q99U91
Bacillus subtilis AK2_BACSU
Bacillus halodurans Q9K8B0
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P74569
Mycobacterium leprae Q9CB77
Mycobacterium tuberculosis H37Rv AK_MYCTU
Bacillus halodurans Q9KA90
Bacillus subtilis AK1_BACSU
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_452
AKIII Escherichia coli O157:H7 escco2_90





Chlamydia pneumoniae strain AR39 AK_CHLPN
Streptococcus pneumoniae strpne_357
Bacillus subtilis AK3_BACSU
Staphylococcus aureus strain N315 Q99UE9
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_408
AK Arabidopsis thaliana Q9FMU4






























































Abbildung A.31: monofunktionelle und bifunktionelle Aspartakinase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 32 und
33
Anhang 187
T04752_HDH.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Streptococcus pneumoniae strpne_378
Lactococcus lactis (subsp lactis) DHOM_LACLA
Staphylococcus aureus strain N315 Q99UE8
Bacillus halodurans Q9K7E2
Bacillus subtilis DHOM_BACSU
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_440
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JR84
Pseudomonas aeruginosa DHOM_PSEAE
Aquifex aeolicus O67677
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) DHOM_SYNY3
Methanobacterium thermoautotrophicum O27300
Helicobacter pylori strain J99 DHOM_HELPJ






















Escherichia coli O157:H7 escco2_2






Escherichia coli strain K12 AK2H_ECOLI












































Abbildung A.32: Homoserindehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 33
Anhang 188





Escherichia coli O157:H7 escco2_44









Synechocystis sp. (strain PCC 6803) DHAS_SYNY3
Deinococcus radiodurans Q9RSW3
Escherichia coli O157:H7 escco2_74
Escherichia coli strain K12 DHAS_ECOLI
Buchnera aphidicola DHAS_BUCAI
Pasteurella multocida Q9CKI5
Neisseria meningitidis (serogroup B) DHAS_NEIMB
Neisseria meningitidis (serogroup A) DHAS_NEIMA
Pseudomonas aeruginosa DHAS_PSEAE
Vibrio cholerae Q9KQG2
Helicobacter pylori strain J99 DHAS_HELPJ





Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CF59
Streptococcus pneumoniae strpne_368
Staphylococcus aureus strain N315 Q99U90
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_414














Chlamydia pneumoniae strain J138 Q9JS73

















































Abbildung A.33: Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 34
Anhang 189






















Escherichia coli strain K12 KHSE_ECOLI





 Clostridium acetobutylicum AAK79207.1
Helicobacter pylori strain 26695 KHSE_HELPY

































Abbildung A.34: Homoserinkinase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 35
Anhang 190








Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HNH0
Pyrococcus horikoshii O59293
Aquifex aeolicus O66864
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P73711
Archaeoglobus fulgidus O29700







Staphylococcus aureus strain N315 Q99UE7













Escherichia coli O157:H7 escco2_4








Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JU91




Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CDV8
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_441
Campylobacter jejuni Q9PPA8


















































Abbildung A.35: Threoninsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 36
Anhang 191













Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTE7
Thermotoga maritima Q9X0Z7
Bacillus halodurans Q9KFD9
Helicobacter pylori strain 26695 METB_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 METB_HELPJ
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9RAS9
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_427
Staphylococcus aureus strain N315 Q99WE2
Mycobacterium tuberculosis H37Rv METB_MYCTU
Mycobacterium leprae METB_MYCLE




Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEC6
Escherichia coli strain K12 METB_ECOLI








































Abbildung A.36: Cystathionin-   -Synthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 37
Anhang 192






Staphylococcus aureus strain N315 Q99WL9
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_413
Arabidopsis thaliana METC_ARATH




Escherichia coli strain K12 METC_ECOLI



















Abbildung A.37: Cystathionin-   -Lyase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 38










Staphylococcus aureus strain N315 Q99WM1
Bacillus subtilis METE_BACSU
Saccharomyces cerevisiae METE_YEAST
Lactococcus lactis (subsp lactis) METE_LACLA
Streptococcus pneumoniae strpne_362
Campylobacter jejuni METE_CAMJE
Escherichia coli O157:H7 escco2_83











Neisseria meningitidis (serogroup A) METE_NEIMA










































Abbildung A.38: Methioninsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 39
Anhang 194

















Synechocystis sp. (strain PCC 6803) DAPA_SYNY3
Mycobacterium tuberculosis H37Rv DAPA_MYCTU
Mycobacterium leprae DAPA_MYCLE
Streptococcus pneumoniae strpne_369
Lactococcus lactis (subsp lactis) DAPA_LACLA
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_460
Staphylococcus aureus strain N315 Q99U89
Rickettsia prowazekii DAPA_RICPR
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_488
Thermotoga maritima DAPA_THEMA
Helicobacter pylori strain J99 DAPA_HELPJ






Escherichia coli strain K12 DAPA_ECOLI






Neisseria meningitidis (serogroup A) DAPA_NEIMA































































Abbildung A.39: Dihydrodipicolinat-Synthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 40
Anhang 195




Escherichia coli strain K12 DAPB_ECOLI
Escherichia coli O157:H7 escco2_5
Vibrio cholerae DAPB_VIBCH
Neisseria meningitidis (serogroup A) DAPB_NEIMA






Synechocystis sp. (strain PCC 6803) DAPB_SYNY3
Streptococcus pneumoniae strpne_387
Lactococcus lactis (subsp lactis) DAPB_LACLA
Bacillus halodurans DAPB_BACHD
Bacillus subtilis DAPB_BACSU


















Abbildung A.40: Dihydrodipicolinatreduktase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 41
Anhang 196





Escherichia coli O157:H7 escco2_82
Escherichia coli strain K12 DAPF_ECOLI
Vibrio cholerae Q9KVL6
Buchnera aphidicola DAPF_BUCAI
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K060












Mycobacterium tuberculosis H37Rv DAPF_MYCTU




Helicobacter pylori strain J99 DAPF_HELPJ



































Abbildung A.41: Diaminopimelat-Epimerase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 42
Anhang 197












Neisseria meningitidis (serogroup A) DCDA_NEIMA
Neisseria meningitidis (serogroup B) DCDA_NEIMB
Aquifex aeolicus DCDA_AQUAE
Helicobacter pylori strain J99 DCDA_HELPJ





Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_415
Staphylococcus aureus strain N315 Q9EV35
Mycobacterium tuberculosis H37Rv DCDA_MYCTU
Mycobacterium leprae DCDA_MYCLE




Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CG26
Xylella fastidiosa Q9PEB2
Escherichia coli strain K12 DCDA_ECOLI





































Abbildung A.42: Diaminopimelat-Decarboxylase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 43
Anhang 198




Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P73375
Arabidopsis thaliana Q9ZSS6
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZW1
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JUX5
Pasteurella multocida Q9CKJ2
Haemophilus influenzae THD1_HAEIN
Escherichia coli O157:H7 escco2_80





Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CG81
Streptococcus pneumoniae strpne_360
Staphylococcus aureus strain N315 Q99SJ1
Mycobacterium leprae Q9X7F1












Escherichia coli O157:H7 escco2_66
Escherichia coli strain K12 THD2_ECOLI



















































Abbildung A.43: Threonindehydratase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 44
Anhang 199





Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_490
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P73918
Mesorhizobium loti meslot_642
Pseudomonas aeruginosa Q9HWK1
Staphylococcus aureus strain N315 Q99S62



















Escherichia coli O157:H7 escco2_77




Escherichia coli strain K12 ILVB_ECOLI




Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CG84






Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTI1




Escherichia coli O157:H7 escco2_11










Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P73913


















































































Abbildung A.44: große Untereinheit der Acetolactatsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 45
Anhang 200
protml 2.3b3 09/22/01 JTT-F 29 OTUs 148 sites 
III, Pseudomonas aeruginosa Q9HVA1
III, Vibrio cholerae Q9KP91
III, Escherichia coli strain K12 ILVH_ECOLI
III, Escherichia coli 0157:H7 BAB3350
Buchnera aphidicola ILVH_BUCAI
Haemophilus influenza ILVH_HAEIN
III, Bacillus halodurans Q9JRF4








Synechocystis ps. (strain PCC 6803) ILVH_SYNY3
Streptococcus pneumoniae AAK7460







III, Sinorhizobium meliloti CAC46692
Mesorhizobium loti NP10302
Caulobacter crescentus Q46014





























Abbildung A.45: kleine Untereinheit der Acetolactatsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 46
Anhang 201
Q05758.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Bacillus subtilis ILVC_BACSU
Bacillus halodurans Q9K8E7
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CG82
Streptococcus pneumoniae strpne_359
Staphylococcus aureus strain N315 Q99SJ6
Deinococcus radiodurans Q9RU74
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) ILVC_SYNY3
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JYI2






Helicobacter pylori strain 26695 ILVC_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 ILVC_HELPJ
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ILVC_MYCTU
Mycobacterium leprae ILVC_MYCLE
Xylella fastidiosa Q9PCF9










Escherichia coli strain K12 ILVC_ECOLI










































Abbildung A.46: Acetohydroxyacidisomeroreduktase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 47
Anhang 202
AAK64025.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Saccharomyces cerevisiae ILV3_YEAST
Arabidopsis thaliana Q9LIR4
Lactococcus lactis (subsp lactis) ILVD_LACLA
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) ILVD_SYNY3
Streptococcus pneumoniae strpne_397
Mycobacterium leprae ILVD_MYCLE














Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JS61
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JUE0
Vibrio cholerae Q9KVW0
Escherichia coli O157:H7 escco2_79
Escherichia coli strain K12 ILVD_ECOLI
Buchnera aphidicola ILVD_BUCAI
Bacillus halodurans Q9K8E4
Staphylococcus aureus strain N315 Q99SJ9
Bacillus subtilis ILVD_BACSU























































Abbildung A.47: Dihydroxyaciddehydratase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 48
Anhang 203






Escherichia coli O157:H7 escco2_78
Escherichia coli strain K12 ILVE_ECOLI
Vibrio cholerae Q9KVV9
Methanobacterium thermoautotrophicum ILVE_METTH
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HNF8

















Helicobacter pylori strain J99 ILVE_HELPJ
Helicobacter pylori strain 26695 ILVE_HELPY




Staphylococcus aureus strain N315 Q99W55
Mycobacterium leprae ILVE_MYCLE
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ILVE_MYCTU
Xylella fastidiosa Q9PBY6
Sinorhizobium meliloti sinme1_163
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K150









Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HS64
Thermotoga maritima ILVE_THEMA


















































Abbildung A.48: Branched-chain Aminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 49
Anhang 204



















Synechocystis sp. (strain PCC 6803) LEU1_SYNY3
Escherichia coli O157:H7 escco2_10





Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZG1




































































Abbildung A.49: Isopropylmalat-Synthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 50
Anhang 205





















Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZI6




Escherichia coli O157:H7 escco2_8









Lactococcus lactis (subsp lactis) LEUD_LACLA
Staphylococcus aureus strain N315 Q99SJ2
Mycobacterium leprae LEUD_MYCLE








































Abbildung A.50: kleine Untereinheit der Isopropylmalatisomerase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 51
Anhang 206
protml 2.3b3 09/24/01 JTT-F 36 OTUs 360 sites 
Bacillus halodurans Q9K8F0
Bacillus subtilis LEU2_BACSU
Staphylococcus aureus strain N315 Q99SJ3
Lactococcus lactis (subsp lactis) LEU2_LACLA






Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZI5
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JU82
Saccharomyces cerevisiae LEU2_YEAST
Escherichia coli O157:H7 BAB33499
























































Abbildung A.51: große Untereinheit der Isopropylmalatisomerase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 52





Escherichia coli O157:H7 escco2_9





Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_479
Arabidopsis thaliana Q9FMT1
Arabidopsis thaliana P93832
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) LEU3_SYNY3
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JU79











Lactococcus lactis (subsp lactis) LEU3_LACLA
Staphylococcus aureus strain N315 Q99SJ4
Deinococcus radiodurans Q9RTH9
Mycobacterium leprae LEU3_MYCLE




































Abbildung A.52: Isopropylmalatdehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 53
Anhang 208















Abbildung A.53: Alanin-Aminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 54
Anhang 209




Helicobacter pylori strain J99 Q9ZKF4
Helicobacter pylori strain 26695 O25158
Campylobacter jejuni Q9PP40















Staphylococcus aureus strain N315 Q99TE0




Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HMR0
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HSS1
Mycobacterium leprae SERA_MYCLE
Mycobacterium tuberculosis H37Rv SERA_MYCTU
Archaeoglobus fulgidus SERA_ARCFU
Escherichia coli O157:H7 escco2_62











Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_469
Helicobacter pylori strain 26695 O24922
Thermoplasma volcanium thevol_138
















































Abbildung A.54: Phosphoglycerat-Dehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 55
Anhang 210










Lactococcus lactis (subsp lactis) SERC_LACLA
Neisseria meningitidis (serogroup B) SERC_NEIMB
Neisseria meningitidis (serogroup A) SERC_NEIMA
Xylella fastidiosa Q9PB19
Escherichia coli O157:H7 escco2_20




































Abbildung A.55: Phosphoserin-Aminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 56
Anhang 211
T51362.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JUR1




Escherichia coli O157:H7 escco2_92




Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CHW3








Helicobacter pylori strain J99 Q9ZLI2
Helicobacter pylori strain 26695 O25367
Campylobacter jejuni Q9PIL4
Methanobacterium thermoautotrophicum O27663

































Abbildung A.56: Phosphoserinphosphatase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 57
Anhang 212























Staphylococcus aureus strain N315 Q99VH3
Mycobacterium tuberculosis H37Rv GCSH_MYCTU
Mycobacterium leprae GCSH_MYCLE







Escherichia coli O157:H7 escco2_60
Escherichia coli strain K12 GCSH_ECOLI
Neisseria meningitidis (serogroup A) GCSH_NEIMA























































Abbildung A.57: H-Protein des Glycindecarboxylase-Komplexes, siehe Tabelle 3.1 Nr. 58
Anhang 213
O80988.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Bacillus halodurans Q9K936
Bacillus subtilis GCS2_BACSU



















Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JT86
Escherichia coli strain K12 GCSP_ECOLI































































Abbildung A.58: P-Protein des Glycindecarboxylase-Komplexes, siehe Tabelle 3.1 Nr. 59
Anhang 214
















Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JUT1






Staphylococcus aureus strain N315 BAB42192
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CJD8
Escherichia coli O157:H7 escco2_12





Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZ09
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JU06
Xylella fastidiosa Q9PF10
Deinococcus radiodurans Q9RRW5






















Mycobacterium tuberculosis H37Rv O53747
Chlamydia muridarum DLDH_CHLMU
Chlamydia trachomatis DLDH_CHLTR
Chlamydia pneumoniae strain AR39 DLDH_CHLPN









Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JZQ0
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JUT5
Mycobacterium tuberculosis H37Rv O53355










































































Abbildung A.59: L-Protein des Glycindecarboxylase-Komplexes, siehe Tabelle 3.1 Nr. 60
Anhang 215
AAC17627.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Mycobacterium leprae GCST_MYCLE
Mycobacterium tuberculosis H37Rv GCST_MYCTU
Bacillus subtilis GCST_BACSU
Bacillus halodurans GCST_BACHD








Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HPJ7
Aquifex aeolicus GCST_AQUAE
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) GCST_SYNY3
Escherichia coli O157:H7 escco2_61
Escherichia coli strain K12 GCST_ECOLI
Pseudomonas aeruginosa Q9HTX5
Neisseria meningitidis (serogroup A) GCST_NEIMA







































Abbildung A.60: T-Protein des Glycindecarboxylase-Komplexes, siehe Tabelle 3.1 Nr. 61
Anhang 216





























Helicobacter pylori strain 26695 GLYA_HELPY





Escherichia coli strain K12 GLYA_ECOLI





Neisseria meningitidis (serogroup A) GLYA_NEIMA




Staphylococcus aureus strain N315 Q99SE5
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HPY5
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_458
Mycobacterium tuberculosis H37Rv GLA1_MYCTU
Mycobacterium leprae GLYA_MYCLE
Mycobacterium tuberculosis H37Rv GLA2_MYCTU
Chlamydia muridarum GLYA_CHLMU
Chlamydia trachomatis GLYA_CHLTR















































































Abbildung A.61: Serinhydroxymethyltransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 62
Anhang 217
AAB02050.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Bacillus subtilis CYSE_BACSU
Bacillus halodurans Q9KGF5
Staphylococcus aureus strain N315 Q99W74
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) CYSE_SYNY3
Helicobacter pylori strain 26695 CYSE_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 CYSE_HELPJ








Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEI8






Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JR86
Escherichia coli O157:H7 escco2_75





































Abbildung A.62: Serinacetyltransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 63
Anhang 218
AAG51407.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Escherichia coli O157:H7 escco2_47
Escherichia coli strain K12 CYSM_ECOLI
Vibrio cholerae Q9KUI4
Pseudomonas aeruginosa Q9I526
Mycobacterium tuberculosis H37Rv CYSM_MYCTU
Bacillus subtilis O05393
Helicobacter pylori strain 26695 CYSM_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 CYSM_HELPJ
Staphylococcus aureus strain N315 Q99WE3
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HRP3
















Escherichia coli O157:H7 escco2_46










Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CI26
Streptococcus pyogenes Q99YN5
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CHF0









Mycobacterium tuberculosis H37Rv CYSK_MYCTU
Mycobacterium leprae CYSK_MYCLE



































































Abbildung A.63: Acetylserin-(thiol)-lyase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 64
Anhang 219
A41370.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JSQ8










Escherichia coli strain K12 AROG_ECOLI
Buchnera aphidicola AROH_BUCAI
Escherichia coli strain K12 AROH_ECOLI
Vibrio cholerae Q9KRX6
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CJ84





Helicobacter pylori strain J99 Q9ZMU5








































Abbildung A.64: , DHAP-Synthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 65
Anhang 220





Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVW5
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JY01
Escherichia coli O157:H7 escco2_72













Helicobacter pylori strain 26695 AROB_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 AROB_HELPJ
Campylobacter jejuni Q9PNT2
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) AROB_SYNY3
Bacillus halodurans Q9KCB6
Bacillus subtilis AROB_BACSU
Staphylococcus aureus strain N315 Q99U24
Streptococcus pneumoniae strpne_383
Lactococcus lactis (subsp lactis) AROB_LACLA













































Abbildung A.65: , Dehydroquinatsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 66
Anhang 221
AAF08579_shikimate_dehydrogenase.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Bacillus halodurans Q9KD93
Bacillus subtilis AROE_BACSU









Escherichia coli strain K12 YDIB_ECOLI
Escherichia coli O157:H7 escco2_30
Streptococcus pyogenes Q99YQ9










Synechocystis sp. (strain PCC 6803) AROE_SYNY3
Helicobacter pylori strain 26695 AROE_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 AROE_HELPJ
Campylobacter jejuni Q9PIA0
Neisseria meningitidis (serogroup B) AROE_NEIMB
Neisseria meningitidis (serogroup A) AROE_NEIMA
Escherichia coli O157:H7 escco2_70














Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HS68
Mycobacterium leprae Q9CCS7

















































Abbildung A.66: , Skikimatdehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 67
Anhang 222
AAF08579_dehydroquinate.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Methanobacterium thermoautotrophicum AROD_METTH







Chlamydia pneumoniae strain AR39 ARDE_CHLPN
Saccharomyces cerevisiae ARO1_YEAST
Escherichia coli O157:H7 escco2_31
Escherichia coli strain K12 AROD_ECOLI
Bacillus subtilis AROD_BACSU
Neisseria meningitidis (serogroup A) AROD_NEIMA
Neisseria meningitidis (serogroup B) AROD_NEIMB
Staphylococcus aureus strain N315 Q99VH7




















Abbildung A.67: , Dehydroquinatdehydratase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 68
Anhang 223
AAD20411.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Helicobacter pylori strain 26695 AROK_HELPY






Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEU1
Staphylococcus aureus strain N315 Q99TV6
Thermotoga maritima ARKB_THEMA









Escherichia coli O157:H7 escco2_73





Mycobacterium tuberculosis H37Rv AROK_MYCTU
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JQV1
Escherichia coli O157:H7 escco2_17




Chlamydia pneumoniae strain AR39 AROK_CHLPN







































Abbildung A.68: , Shikimatkinase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 69
Anhang 224
AAG29739.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Arabidopsis thaliana Q9FVP6
Arabidopsis thaliana AROA_ARATH
Escherichia coli O157:H7 escco2_21





Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9JYU1
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JTT3
Saccharomyces cerevisiae ARO1_YEAST
Bacillus halodurans Q9K9D5













Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CEU0
Staphylococcus aureus strain N315 Q99U25







Helicobacter pylori strain 26695 AROA_HELPY





Chlamydia pneumoniae strain AR39 AROA_CHLPN
Thermoplasma volcanium thevol_142
Thermoplasma acidophilum AROA_THEAC













































Abbildung A.69: , EPSP-Synthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 70
Anhang 225









Chlamydia pneumoniae strain AR39 AROC_CHLPN
Sulfolobus solfataricus sulsol_254
Escherichia coli O157:H7 escco2_45




Neisseria meningitidis (serogroup A) AROC_NEIMA






Helicobacter pylori strain 26695 AROC_HELPY




Synechocystis sp. (strain PCC 6803) AROC_SYN3
Saccharomyces cerevisiae AROC_YEAST
Halobacterium sp. (strain NRC-1) AROC_HALN1
Bacillus halodurans AROC_BACHD
Bacillus subtilis AROC_BACSU
Staphylococcus aureus strain N315 Q99U23
Streptococcus pneumoniae strpne_382
Streptococcus pyogenes Q9A0E4













































Abbildung A.70: , Chorismatsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 71
Anhang 226
T49199.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Xylella fastidiosa Q9PFI3
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) TRE2_SYNY3













Lactococcus lactis (subsp lactis) TRPE_LACLA
Staphylococcus aureus strain N315 Q99UB4







Neisseria meningitidis (serogroup B) TRPE_NEIMB





Mycobacterium tuberculosis H37Rv TRPE_MYCTU
Vibrio cholerae TRPE_VIBCH
Escherichia coli strain K12 TRPE_ECOLI
Escherichia coli O157:H7 escco2_28
Buchnera aphidicola TRPE_BUCAI
Helicobacter pylori strain 26695 TRPE_HELPY
















































Abbildung A.71: ,  -Untereinheit der Anthranilatsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 72
Anhang 227

















Escherichia coli O157:H7 escco2_27





Helicobacter pylori strain 26695 TRPG_HELPY
Helicobacter pylori strain J99 TRPG_HELPJ
Mesorhizobium loti meslot_542
Sinorhizobium meliloti sinme1_211






















































Abbildung A.72: ,   -Untereinheit der Anthranilatsynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 73
Anhang 228
AAB02913.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Pyrococcus abyssi Q9V1G4
Archaeoglobus fulgidus TRCD_ARCFU
Mycobacterium tuberculosis H37Rv TRPD_MYCTU
Mycobacterium leprae TRPD_MYCLE







Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_476
Methanococcus jannaschii TRPD_METJA
Xylella fastidiosa Q9PGT6




Synechocystis sp. (strain PCC 6803) TRPD_SYNY3
Thermotoga maritima TRPG_THEMA
Lactococcus lactis (subsp lactis) TRPD_LACLA
Streptococcus pneumoniae strpne_392
Campylobacter jejuni Q9PIF4
Staphylococcus aureus strain N315 Q99UB2
Escherichia coli strain K12 TRPG_ECOLI




Helicobacter pylori strain J99 TRPD_HELPJ










































Abbildung A.73: , Anthranilatphosphoribosyltransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 74
Anhang 229





Halobacterium sp. (strain NRC-1) TRPF_HALN1
Thermotoga maritima TRPF_THEMA
Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVD1






Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_474











Staphylococcus aureus strain N315 Q99UB0
Campylobacter jejuni Q9PIF3
Escherichia coli O157:H7 escco2_26




Helicobacter pylori strain J99 TRPC_HELPJ
Helicobacter pylori strain 26695 TRPC_HELPY






































Abbildung A.74: , Phosphoribosylanthranilatisomerase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 75
Anhang 230
AAD25838.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv TRPC_MYCTU
Mycobacterium leprae TRPC_MYCLE
Deinococcus radiodurans Q9RUG0
Halobacterium sp. (strain NRC-1) Q9HSC1
Arabidopsis thaliana Q9SJC9
Arabidopsis thaliana Q9LUB2




Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JSN4





Helicobacter pylori strain J99 TRPC_HELPJ
Helicobacter pylori strain 26695 TRPC_HELPY
Escherichia coli O157:H7 escco2_26









Lactococcus lactis (subsp lactis) TRPC_LACLA















































Abbildung A.75: , Indolglycerolphosphat-Synthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 76
Anhang 231
S59519.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Arabidopsis thaliana Q42529
Arabidopsis thaliana O22765





Staphylococcus aureus strain N315 Q99UA8
Lactococcus lactis (subsp lactis) TRPA_LACLA
Streptococcus pneumoniae strpne_388
Campylobacter jejuni Q9PIF1
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_472
Methanococcus jannaschii TRPA_METJA
Escherichia coli O157:H7 escco2_24





Helicobacter pylori strain J99 TRPA_HELPJ












Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9JVE0
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K0D4
Mycobacterium leprae Q9CC53
Mycobacterium tuberculosis H37Rv TRPA_MYCTU
















































Abbildung A.76: ,  -Untereinheit der Tryptophansynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 77
Anhang 232
BAB10143.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Arabidopsis thaliana TRP2_ARATH
Arabidopsis thaliana TRP1_ARATH
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) TRPB_SYNY3
Methanococcus jannaschii TRPB_METJA
Saccharomyces cerevisiae TRP_YEAST
Neisseria meningitidis (serogroup B) Q9K0B5







Mycobacterium tuberculosis H37Rv TRPB_MYCTU
Helicobacter pylori strain J99 TRPB_HELPJ
Helicobacter pylori strain 26695 TRPB_HELPY
Escherichia coli strain K12 TRPB_ECOLI













Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_473
Campylobacter jejuni Q9PIF2
Deinococcus radiodurans Q9RVT1
Lactococcus lactis (subsp lactis) TRPB_LACLA
Streptococcus pneumoniae strpne_389



























































Abbildung A.77: ,   -Untereinheit der Tryptophansynthase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 78 und Nr. 79
Anhang 233







Abbildung A.78: , Chorismatmutase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 80



















Abbildung A.79: , Tyrosin-Aminotransferase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 83
Anhang 234

















Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_405
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P72808




Neisseria meningitidis (serogroup A) Q9RQV7









Escherichia coli O157:H7 escco2_51









































Abbildung A.80: , Chorismatmutase/Prephenatdehydratase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 81
Anhang 235
BAB10786.aln.protml.eps protml 2.3b3 
Helicobacter pylori strain J99 Q9ZJL2
Helicobacter pylori strain 26695 O25931
Campylobacter jejuni Q9PIZ7
Bacillus subtilis TYRA_BACSU
Lactococcus lactis (subsp lactis) Q9CET9
Synechocystis sp. (strain PCC 6803) P73906
Clostridium acetobutylicum ATCC824 cloace_421
Archaeoglobus fulgidus O30012
Escherichia coli strain K12 TYRA_ECOLI























Abbildung A.81: , Chorismatmutase/Prephenatdehydrogenase, siehe Tabelle 3.1 Nr. 82
BSequenzen verwendeter Primer
B.1 Oligomere für die Klonierung
Oligosonde für die Homoserinkinase (Position 198 bis 238):
(Accessionnumber AAD33097)
5   CAC CGT CGC TAA TTT AGG ACC AGG GTT TGA TTT CTT AGG A 3  
Oligosonde für die Threonindehydratase (Position 426 bis 466):
(Accessionnumber AAC97936)
5   CGT GGA GCT TAC AAT ATG ATG GTG AAA CTT CCA GCA GAT C 3  
Oligosonde für die Threoninsynthase (Position 895 bis 935):
(Accessionnumber T08545)
5   TGG CGT GAT CTC TTC GAT TCG CGT GTT GGT AAA AGC ACA T 3  
B.2 PCR-Primer
B.2.1 Amplifizierung der N-Acetylglutamatkinase
(Accessionnumber CAB66113)
NAGK forward:
5   ATG GCC ACC GTC ACA TCC AAT GC 3  
NAGK revers:
5   TTA TCC AGT AAT CAT AGT TCC AGC TC 3  
B.2.2 Amplifizierung für die Expression
NAGK




CAT ATG GCA CCT TCA CCG GAT TAC AG
NdeI A P S P D Y R
argB_pet28a_revers:
CTC GAG TTA TCC AGT AAT CAT AGT TCC
XhoI * G T I M T G
HSK
Primer für die Klonierung in pet28a mit Transitpeptid:
hsk_pet28a_forward:
C ACG CAG TCG CAT ATG ATG GCA AGT CTT TGT TTC C
NdeI M A S L C F
hsk_pet28a_revers:
CT CAG TCA AGA GCT C TCA TCT GGA GAC GCT GTT G
SacI * R S V S N
Primer für die Klonierung in pet28a ohne Transitpeptid:
hsk_pet28a_oT_forward:
ATC ACG CGT CAT ATG GAG CCA GTT TTC GTC TCC
NdeI E P V F V S
hsk_pet28a_oT_revers:
CT CAG TCA AGA GCT C TCA TCT GGA GAC GCT GTT G
SacI * R S V S N
THD
Primer für die Klonierung in pet28b mit Transitpeptid:
thd_pet28b_forward:
AGC GAG TCG CAT ATG ATG AAT TCC GTT CAG CTT CCG AC
NdeI M N S V Q L P
thd_pet28b_revers:
Anhang 238
C CTC TAC CTC GTC GAC TCA GTG CAT CAG AAG CTT
SalI * H M L L K
Primer für die Klonierung in pet28b ohne Transitpeptid:
thd_pet28b_oT_forward:
CTC AAG TCG CAT ATG GCG GAA GCT ATG GAG TAT TTG
NdeI A E A M E Y L
thd_pet28b_oT_revers:
C CTC TAC CTC GTC GAC TCA GTG CAT CAG AAG CTT
SalI * H M L L K
THS
Primer für die Klonierung in pet28a mit Transitpeptid:
ths_pet28a_forward:
G CTC AAG TCG CAT ATG ATG GCT TCG TCT TGT CTC
NdeI M A S S C L
ths_pet28a_revers:
A CCG TGC GTC GAG CTC TTA TGA CGT AAG TGT ATT AC
SacI * S T L T N
Primer für die Klonierung in pet28a ohne Transitpeptid:
ths_pet28a_oT_forward:
AGC GAG TCG CAT ATG CTC GAC GAG ATC GTG TAC
NdeI L D E I V Y
ths_pet28a_oT_revers:
CCA TGC GTC GAG CTC TTA TGA CGT AAG TGT ATT AC
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